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E impossivel para um homem aprender aquilo
gue ele acha que ja sabe.

Epiteto (55d.C. - 135d.C.)

Cada caracteristica herdada é definida por um
par de genes. Os genes dos pais sdo
separados ao acaso nos gametas, de forma
gue cada gameta possui apenas um gene do
par. Entdo, quando as células sexuais se
unem na fertilizacédo, os descendentes herdam
um alelo de cada progenitor.

Primeira lei de Gregor Mendel, 1865



RESUMO

Estudos anteriores demonstraram a perda da heterozigose (LOH) dos genes BRCA1
e FHIT no cancer esporadico de mama. O objetivo deste estudo foi pesquisar a
perda concomitante da heterozigose dos genes BRCAL e FHIT no céancer
esporadico de mama e investigar o impacto deste fato na sobrevida das pacientes. A
LOH foi determinada em tecido tumoral previamente fixado em formalina de 82
pacientes com cancer de mama, pela utilizacéo de trés marcadores de
microssatélites para cada gene. A frequéncia de LOH foi relacionada com fatores
prognésticos para o cancer de mama, ja estabelecidos na literatura, como idade,
comprometimento de linfonodos axilares, tamanho tumoral, grau histolégico, invasao
angiolinfatica, expressdo do HER2 e status hormonal. A andlise dos casos
informativos (72) demonstrou a presenga da LOH em ambos os locos, BRCA1 e
FHIT, em 24 pacientes (33,3%), a auséncia de LOH em ambos os locos em 23
pacientes (32%) e a presenca de LOH em ao menos um loco em 25 pacientes
(34,7%). A LOH concomitante nos genes BRCA1 e FHIT apresentou associacao
com tumores maiores (P < 0,01), axila comprometida (P = 0,01), grau histologico 3
(P < 0,01), presenca de invasdo angiolinfatica (P = 0,01) e receptor hormonal
negativo (P = 0,02). Apds seguimento médio de 48 meses, as pacientes com LOH
concomitante apresentaram menor sobrevida (P < 0,02 pelo teste LOG-rank;

P < 0,05 pelo teste de COX: modelo de risco proporcional, com hazard ratio de 4,99)
em relagdo as pacientes sem LOH. Portanto, a LOH concomitante dos genes
BRCAL e FHIT foi um fator progndstico independente das demais variaveis. Estas
observacgdes sugerem que a perda concomitante de alelos destes genes esteja
associada a tumores mamarios mais agressivos e com pior progndstico.

Palavras-chave: Cancer esporadico de mama. Perda da heterozigose. BRCAL.
FHIT. Fator progndstico.



ABSTRACT

Previous studies have shown loss of heterozygosity (LOH) at the BRCAL and FHIT
genes in sporadic primary breast cancer. The aim of this study was to evaluate the
concomitant loss of heterozygosity at the BRCAL and FHIT genes in sporadic breast
cancer and investigate its impact on patients survival. LOH was determined in
formalin-fixed tumor tissue from 82 breast cancer patients using three microsatellite
markers in each locus. The LOH frequency was related with standard breast cancer
prognostics factors, such as age, axillary nodal involvement, tumor size, histologic
grade, lymphovascular invasion, HER2 expression and hormone receptor status. The
analysis on the informative cases (72) showed the presence of LOH at both the
BRCAL and FHIT loci in 24 patients (33,3%), the absence of LOH at both loci in 23
patients (32%), and the presence of LOH at one of the loci in 25 patients (34,7%).
The concomitant LOH presence, at FHIT and BRCAL loci, was associated with large
tumors (P < 0,01), axillary nodal involvement (P = 0,01), histologic grade 3

(P < 0,01), lymphovascular invasion (P = 0,01) and negative hormone receptor

(P =0,02). After a median follow-up of 48 months, the patients with concomitant LOH
had lower survival (P < 0,02 by LOG-rank test; P < 0,05 by COX proportional-hazards
model, with a hazard ratio of 4,99) as compared with patients without LOH.
Therefore, concomitant LOH at the BRCAL and FHIT genes was an independent
prognostic factor from the others variables. These observations suggest that the
concomitant allelic losses of those genes are associated with more aggressive breast
tumors and with a poor prognosis.

Key words: Sporadic breast cancer. LOH. BRCAL1. FHIT. Prognostic factor.
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1 INTRODUCAO

Dados epidemioldgicos do ano 2007 demonstraram ser o cancer de mama a
neoplasia maligna mais comum entre as mulheres, com 1,3 milhdes de novos casos
diagnosticados em todo o mundo. Responsavel por 465 mil mortes ao ano,
representava, nessa data, a principal causa de morte por cancer entre as mulheres
(GARCIA et al, 2007). No Brasil, segundo estimativas do Ministério da Saude, em
2008 foram registrados 49,4 mil casos novos de cancer de mama, com um risco
estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres. Nas regides sul e sudeste, onde a
incidéncia € maior, este risco aumenta para 68 casos novos por 100 mil mulheres
(INCA, 2008).

Uma caracteristica marcante do cancer de mama é a diversidade de
comportamento com relacdo a evolucdo, resposta ao tratamento e agressividade.
Em 1905, Steinthal, um médico aleméo, constatou que tumores mamarios menores,
diagnosticados em fase inicial, apresentavam maior chance de cura (HAAGENSEN,
1956, apud SINGLETARY; SENER, 2004). Em 1942, Pierre Denoix, criou 0
estadiamento TNM, atualmente na sua sexta edicdo (GREENE et al., 2002), que
levou em consideragao o tamanho do tumor (T), o status linfonodal (N) e a presenca
de doenca a distancia (M). Esta foi a primeira tentativa de dividir o cancer de mama
em estadios que representassem melhor a evolugdo da doenca. Provando que
Pierre Denoix estava certo, o tamanho do tumor e o status da axila continuam, até os
dias atuais, como os principais fatores progndsticos no cancer de mama.

No entanto, outros estudos demonstraram que tumores de mama em um
mesmo estadio TNM tinham comportamentos diversos com relacdo a capacidade de
recidiva local e producédo de metastases. Esta heterogeneidade gerou a necessidade
de aprimoramento dos fatores prognésticos. Descobriram-se entdo, outros
marcadores como tipo histolégico, grau histologico, grau nuclear, presenca de
invasao angiolinfatica, entre outros, que comprovadamente também influenciavam
na evolucao da doenca (FITZGIBBONS et al., 2000).

Como fator prognéstico e preditivo, ou seja, capaz de determinar a resposta
ao tratamento, a identificacdo de receptores hormonais (estrogénio e progesterona)

! HAANGENSEN, C. D. Diseases of the breast. Philadelphia: W. B. Saunders, 1956.
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e do oncogene HER2 foram importantes avancos na compreensdo da diversidade
do comportamento bioldgico do cancer de mama (GOWN, 2008).

Nas ultimas décadas, centenas de marcadores com potencial para atuarem
como fatores progndsticos foram descritos como, por exemplo, a determinacao dos
niveis de ciclina E nas células tumorais (KEYOMARSI et al.,, 2002), mas nao
alcancaram valor prético.

Atualmente, o estudo das alteracdes genéticas nas células tumorais parece
ser o caminho mais promissor na busca por marcadores que auxiliem na
determinacdo do comportamento biolégico de um carcinoma mamario, ja no seu
diagnéstico. Neste grupo, dos fatores progndésticos de origem genética, a assinatura
genética, pela técnica de microarray, que analisou 8,102 mil genes em 65 amostras
tumorais, permitiu a identificacdo de diferentes perfis genéticos intrinsecos para o
cancer de mama: luminais (A e B), HER2, basal-simile e tipo mama normal (PEROU
et al, 2000). Posteriormente, foram selecionados 70 genes para avaliacdo de
alteracdes que, em conjunto, foram tdo ou mais eficazes que o estadiamento TNM
na determinacao da evolugao das pacientes (VAN DE VIJVER et al., 2002). Este fato
foi considerado um marco na transi¢cdo entre a “medicina empirica e a molecular.”
(SOTIRIOU; PUSZTAI, 2009, p. 790).

Outra forma de avaliar alteracdes no DNA das células tumorais € a pesquisa
da perda da heterozigose (LOH) de certos locos do cromossomo. Callahan et al.
(1993) demonstraram que a LOH ¢é a alteragdo somatica mais frequente nas células
tumorais do cancer de mama, quando comparada com a amplificagdo do genoma.
Determinaram que as regibes 3p e 17q estdo entre as mais frequentemente
mutadas. Por fim, o mais importante, definram que a LOH é causa e néo
consequéncia da progressao dos tumores malignos de mama.

As regifes 3p e 17q apresentam, entre outros, 0S genes supressores
tumorais BRCA1 e FHIT. A inativacdo destes dois genes, por mutacdes ou
epimutacBes, provoca instabilidade genética e epigenética, que resulta em novos
danos ndo reparados em outros genes supressores e oncogenes, permitindo o
crescimento celular descontrolado e surgimento do cancer (BREIVIK, 2005). A
ocorréncia de LOH nos genes BRCAL e FHIT no cancer esporadico de mama foi
demonstrada em estudos prévios. A LOH do gene BRCAL ocorreu, em média, em
33% dos casos analisados (MIYAKIS; SPANDIDOS, 2002). Para o gene FHIT, a
média foi de 40% (TEIXEIRA; PANDIS; HEIM, 2002). Nestas séries, 0s tumores com
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LOH dos genes BRCAL ou FHIT apresentaram um comportamento mais agressivo,
com tendéncia a pior prognaostico.

Até o momento, ndo se relacionou a LOH concomitante dos genes BRCA1 e
FHIT com outros marcadores prognosticos, nem se determinou eventual influéncia

deste fato no comportamento biolégico do cancer de mama.

1.1 OBJETIVOS

a) determinar a frequéncia de LOH concomitante nos genes BRCALl e FHIT

em pacientes com cancer esporadico de mama,;

b) avaliar a relagédo da LOH concomitante dos genes BRCA1 e FHIT com os
seguintes marcadores prognésticos para o cancer de mama: idade, grau
histolégico, tamanho do tumor, invasdo angiolinfatica, status axilar,

receptor hormonal (RH) e HER2;

c) avaliar e comparar a sobrevida das pacientes com e sem perda

concomitante da heterozigose nos genes BRCA1 e FHIT.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DA CITOGENETICA A GENETICA MOLECULAR NA ONCOGENESE MAMARIA

As primeiras observacfes que alteracbes cariotipicas nos tumores sélidos
nao ocorriam ao acaso foram feitas por van Steenis (1966). Ele constatou que
determinados cromossomos estavam sistematicamente em maior nimero e outros
ausentes ao analisar tumores gastricos, uterinos, ovarianos e mamarios. Levan
(1967, p. 346) observou que as células tumorais polipléides se adaptavam mais
facilmente a ambientes extremos, assim como as espécies de plantas poliploides,
adaptadas a regifes desérticas, em relacdo as células e plantas dipléides,
respectivamente. Ele considerou esta alteracdo do cariétipo uma “evolucao” [?]
celular, pois estas células polipldides tinham a capacidade de sobreviverem e se
multiplicarem em qualquer hospedeiro em que fossem implantadas.

A partir da década de 1970, com o surgimento de técnicas de bandeamento
dos cromossomos humanos (CASPERSSON; ZECH; JOHANSSON, 1970) a
citogenética apresentou grande desenvolvimento e passou a contribuir para o
esclarecimento das aberragbes cromossdmicas envolvidas na etiologia do céncer.
Entre as varias alteracdes cromossdmicas descritas no cancer de mama, a alteracéao
estrutural mais frequente é a delecdo na regido 3pl4. Tanto as aberracdes
numeéricas quanto as estruturais, embora heterogéneas, ocorrem, claramente, de
forma ndo randomizada (TEIXEIRA; PANDIS; HEIM, 2002). Novos avangos
ocorreram no estudo das alteracdes genéticas e expressao génica no cancer de
mama, com o surgimento de pesquisas para deteccdo de anomalias cromossémicas
nas familias com alto risco para a doenca e clonagem dos genes envolvidos nas
alteracbes cromossémicas, como BRCALl, BRCA2, TP53 e PTEN/MMACL1. Além
disso, foram identificados 0s oncogenes, 0s genes supressores de tumor e 0s genes
microRNA. Estas trés classes passaram a ser consideradas responsaveis pelos
danos genéticos no desenvolvimento de um tumor maligno (CROCE, 2008). Uma
alteracdo genética raramente € suficiente para o surgimento do céncer. As
evidéncias apontam para um processo de multiplos passos de alteracdes

sequenciais em varios oncogenes, genes supressores e microRNAs na célula
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cancerosa. Estas alteracbes cromossdmicas geralmente sdo adquiridas no
transcorrer da vida (somaticas) e menos frequentemente sdo hereditarias

(germinativas) e resultam no cancer familiar.

2.1.1 Oncogenes — década de 1980

Os oncogenes codificam proteinas responsaveis pelo controle da
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. A ativagcdo dos oncogenes pode
ocorrer tanto na fase de iniciacdo quanto na fase de progressao tumoral. Varias séo
as possibilidades de ativacdo dos oncogenes: por amplificacdo génica, rearranjos
cromossOmicos estruturais, mutacdes de ponto nas sequéncias reguladoras ou
codificadoras e, ainda, por insercdo viral. As translocacfes e mutacdes podem
ocorrer como eventos iniciais ou durante a progressao tumoral, enquanto a
amplificacdo geralmente ocorre durante a progressao. Os produtos dos oncogenes
podem ser classificados em seis grandes grupos: fatores de transcricéo,
remodeladores da cromatina, fatores de crescimento, receptores de fator de
crescimento, transdutores de sinais e reguladores da apoptose. No cancer de mama
foi demonstrada a amplificacdo de diferentes familias de oncogenes como MYC,
ciclina D1 (CCND1) e EGFR (HER2) (CROCE, 2008).

2.1.2 Genes supressores tumorais — década de 1990

Os genes supressores codificam proteinas que fazem parte das vias de
sinalizacdo celular e atuam na inibicdo da proliferacdo, no retardo da progresséao do
ciclo, no blogueio da diferenciacdo celular e na apoptose. Portanto, alteragbes que
inativem estes genes liberam a célula, levando-a a proliferacdo desordenada,
caracteristica da célula cancerosa (WEINBERG, 1991). Levitt e Hickson (2002)
dividiram o0s genes supressores em dois grupos: 0s gatekeepers que agem
diretamente na regulacdo da proliferacdo celular e os caretakers que atuam na
manutencao da integridade do genoma. Uma grande contribuicdo ao entendimento



20

dos genes supressores foi dada por Knudson Junior (1971) ao postular que o
retinoblastoma, um raro tumor ocular da infancia, era causado por duas mutagdes
sucessivas no gene Rb (Two hit model). No retinoblastoma esporadico, observado
em criancas sem histéria familiar da doenca, este autor propds a ocorréncia de duas
mutacdes somaticas nas células da retina. Para o retinoblastoma familial, propds
gue uma das mutacdes era transmitida por um dos pais e a outra era somatica. O
mecanismo descrito para o retinoblastoma se aplica a outros genes supressores:
guando alelos mutados s&o transmitidos pela linhagem germinativa, eles conferem
uma susceptibilidade herdada ao cancer e levam as formas familiais. Quando os
alelos séo inativados por mutacdes somaticas, desencadeiam formas esporadicas
dos mesmos tumores.

Na inativacdo de genes supressores, as alteracdes cromossdmicas podem
envolver as regides proximas ao gene. Assim, marcadores de DNA que demonstram
heterozigose antes da progressdo do tumor sofrem reducdo até atingirem a perda
alélica total, mecanismo conhecido como perda da heterozigose ou LOH
(WEINBERG, 1991).

A andlise de microssatélites, que sao sequéncias de DNA nas quais de dois
a oito nucleotideos sao repetidos varias vezes (short tandem repeats — STR), € um
método bastante informativo na pesquisa da LOH e amplamente utilizado para
detectar delecbes genéticas submicroscépicas. Sendo assim, a deteccdo de LOH
persistente em um loco especifico € um método indireto de pesquisa sobre a
possivel localizacdo de um gene supressor de tumor envolvido na patogénese da
doenca (MIYAKIS; SPANDIDOS, 2002). O primeiro gene supressor tumoral
sabidamente associado ao céncer de mama foi denominado TP53 (loco 17p13).
Mutacdes nesse loco foram observadas em familias com a sindrome de Li-Fraumeni
(MALKIN et al., 1990). Outros genes supressores ligados ao cancer de mama
hereditario sdo os BRCAL (17g21), BRCA2 (13q12-13) e PTEN (10g23). J4 os genes
Rbl, p16, FHIT e E-caderina, também considerados supressores, foram

relacionados ao cancer mamario esporadico.
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2.1.3 MicroRNAs — primeira década do século XXI

Os genes que codificam microRNAs ndo séo traduzidos em proteinas. Eles
produzem uma cadeia simples de RNA com 18 a 25 nucleotideos com a funcéo de
regular a expressdao do gene. O mapeamento dos microRNAs demonstrou que
metade desses genes estao localizados em sitios frageis do cromossomo, regides
de perda de heterozigose, ou sujeitas a rearranjos, delecbes e amplificacbes nas
células cancerosas (CALIN et al., 2004). Portanto, as regiées do genoma envolvidas
em rearranjos cromossdmicos nas células cancerosas, mas que ndo apresentam
oncogenes ou genes supressores, hospedam genes codificadores de microRNAS,
cuja funcdo depende do tecido em que eles se encontrem. Sua atuacao pode ser
como supressor tumoral se o alvo for bloquear um oncogene, ou agir como
oncogene, ao se ligar a um gene supressor. Como exemplo, o microRNA miR21
inibe a expressao do gene supressor PTEN. O PTEN codifica uma fosfatase
envolvida na via de sinalizacdo da quinase PI3K que esta deletada, mutada ou
inativada no cancer avancado de mama, pulmao, estbmago e préstata (MENG et al.,
2006). Espera-se que, futuramente, essa classe de genes possa ser utilizada como
marcador biolégico e alvo terapéutico para diferentes tipos de cancer, inclusive o de

mama.

2.2 GENE BRCA1

O estudo de 23 familias cujos membros (homens e mulheres), ainda jovens,
apresentaram 146 casos de cancer de mama, uma incidéncia acima da média da
populacédo, resultou no mapeamento do primeiro gene de predisposicdo ao cancer
de mama, denominado BRCA1 (Breast Cancer 1), no loco 17921 (HALL et al., 1990).
Posteriormente, este gene foi isolado e clonado por Miki et al. (1994). O gene
BRCA1 é transcrito em RNA mensageiro (MRNA) com 5,711 mil pares de bases,
agrupados em 24 éxons, dos quais 22 sao codificados. A codificacdo gera uma
proteina de 220 kDa, com 1,863 mil aminoéacidos, localizada no nucleo das células

epiteliais.
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A funcdo do gene BRCAL é regulada pela fosforilacdo. A proteina BRCAL é
hiperfosforilada no final da fase G1 e no inicio da fase S por meio da atividade de
uma quinase enddgena, composta por um complexo ciclina-CDK2 que controla a
transicdo G1-S, com a desfosforilagdo ocorrendo na fase M do ciclo celular
(RUFFNER et al., 1999).

Vérios estudos sobre o comportamento do gene BRCAL permitiram a sua
classificacdo como um gene supressor tumoral do tipo caretaker (KINZLER;
VOGELSTEIN, 1997), que mantém a estabilidade do genoma. Para isso, sua
proteina se junta com a proteina de outros genes supressores tumorais, sensores de
danos ao DNA e transdutores de sinal para formar um grande complexo protéico
com varias subunidades, conhecido como complexo de vigilancia do genoma
BRCALl-associados (BASC). Este produto do gene se liga com a RNA polimerase Il
e, pelo dominio C-terminal, também interage com os complexos de histona e
deacetilase (LEVITT; HICKSON, 2002).

O gene BRCA1l atua no reparo de quebras da dupla fita de DNA, na
transcricdo, apoptose, controle dos pontos de checagem do ciclo celular e
recombinacdes. Segundo Lee e Boyer (2001), a inativacdo do gene BRCAL torna
mama e ovario susceptiveis aos efeitos tecido-especificos dos danos no DNA
induzidos pelo estrégeno, pois a proteina BRCAL tem o papel de reprimir a atividade
transcricional dos receptores de estrogeno e progesterona. Quando isto ndo ocorre,
h& uma aceleracao da proliferacdo celular nestes 6rgdos. Deste modo, 0 BRCAL
atua para evitar tanto a iniciagdo quanto a progressao do cancer.

As mutagdes no gene BRCAL1 ocorrem em, aproximadamente, 20% dos
canceres de mama de origem familiar. Por ser um gene com penetrancia alta,
guando mutado, gera um risco, durante toda a vida, de 60% a 85% para
desenvolvimento de cancer de mama (WOOSTER; WEBER, 2003).

2.2.1 O gene BRCAL e o cancer esporadico de mama

Cerca de 90% dos tumores malignos da mama decorrem de mutacdes
esporadicas, ou seja, que ndo foram herdadas dos pais. Nestes tumores, Varios

locos com genes supressores de tumor foram documentados com a presenca de
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LOH (KALIKIN et al., 1996). E comum que genes alterados nas formas hereditarias
de cancer também estejam alterados nos carcinomas ndo familiares (COX; CHEN;
LEE, 1994). Entretanto, a participacdo do gene BRCAL no cancer esporadico de
mama € tema controverso.

Futreal et al. (1994) avaliaram LOH do gene BRCAL em 72 casos de cancer
de mama por intermédio dos marcadores D17S1323, D17S855 (intragénicos) e
D17S1327 (localizado, aproximadamente, 100 kb distal ao gene BRCAl) e
encontraram LOH em 36 casos (50%). Destes, 32 foram pesquisados para mutacéo
no gene BRCAL. Porém, ndo observaram mutacbes somaticas. Encontraram, em
trés casos, mutacdes germinativas. Este resultado surpreendeu os autores que
aventaram trés explicacdes possiveis para justificar seu achado inesperado: falha na
metodologia para identificacdo das mutacdes; as mutacdes esporadicas do gene
BRCAL ocorreram nas sequéncias nao codificadoras; e, finalmente, que a LOH no
17qg ndo se traduziu na inativacdo do gene BRCA1, mas na de outros genes
supressores nesta regiao.

Papa et al. (1998) encontraram um caso de mutacdo somatica no éxon 2 do
gene BRCA1 em uma mulher de 32 anos, com carcinoma ductal infiltrante, em 96
casos de cancer de mama esporadico avaliados. Esta mulher morreu devido a
metastases dois anos apés o diagndéstico. Os pais e um irmao foram avaliados e ndo
se observou a mutacdo em questdo no gene BRCA1 dos mesmos.

Van Der Looij et al. (2000) também encontraram um caso de mutacdo
somatica no gene BRCAL1 em 81 casos de cancer esporadico de mama avaliados.
Para isso, utilizaram técnica de Southern blotting e cinco marcadores. Neste caso, a
paciente com mutacéo tinha 70 anos de idade.

Janatova et al. (2005) avaliaram 40 pacientes com céancer esporadico de
mama e observaram LOH no gene BRCAL em 21,1% de 38 tumores informativos.
Destes, em apenas dois casos foram encontradas mutacdes somaticas no gene
BRCALl. A LOH foi determinada por trés marcadores intragénicos (D17S1322,
D17S1323 e D17S855). As mutacdes ocorreram no €xon 11 e as pacientes tinham
60 e 51 anos de idade.

Em resumo, a presenca de LOH nao se traduziu em mutacbes no alelo
selvagem do gene BRCAL, na maioria dos casos avaliados. Por outro lado, varios
artigos demonstraram a presenca de LOH ou alteracbes epigenéticas no gene
BRCA1 associadas a diminuicdo da expressdo do mRNA do gene BRCA1 ou da
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proteina BRCA1 no cancer esporadico de mama. Sao apresentados, a seguir, em
ordem cronoldgica, alguns desses artigos publicados e indexados na base de dados
MEDLINE.

Nagai et al. (1994) analisaram LOH em um grupo de 100 tumores
esporadicos de mama, com 10 marcadores polimérficos em 17q12-21. A perda
alélica foi detectada em 40 dos 100 tumores, em ao menos um dos marcadores. A
regiao que mais apresentou LOH foi a do gene BRCA1 com 27 casos, sugerindo a
associacao deste aos tumores esporadicos de mama.

Cropp et al. (1994) analisaram o envolvimento da regido 17921 em 130
amostras de cancer esporadico de mama com 17 marcadores polimorficos, entre
D17S250 (proximal ao gene BRCAL) e D17S579 (distal ao gene BRCAL) em relagéao
a LOH. Este intervalo contém, aproximadamente, 3,5 mil kb. A frequéncia de LOH
variou de 12% a 32% e foi maior entre os marcadores D17S846 e D17S746 (30% -
32%), distantes, aproximadamente, 120 kb entre si.

Thompson et al. (1995) avaliaram a expressdo do gene BRCAL pela
identificacdo dos niveis de mRNA em culturas de tecido mamario normal (quatro
amostras), carcinoma intraductal (5 amostras) e carcinoma invasivo de mama (19
amostras). Observaram niveis 5 a 10 vezes menores de mRNA no carcinoma
invasivo em relagdo ao carcinoma intraductal e tecido mamario normal. Também
demonstraram que a inibicdo experimental da expressédo do BRCA1l com
oligonucleotideos antisense acelerou o crescimento tanto das células epiteliais
normais da mama quanto das tumorais. Com isso, sugeriram o0 BRCA1 como um
regulador negativo da proliferacéo das células epiteliais da mama.

Rio et al. (1998) estudaram a LOH do gene BRCAl1l em 59 casos
esporadicos de cancer de mama e observaram a presenca de LOH em 31% dos
casos informativos. Para isso, utilizaram trés marcadores intragénicos (D17S1323,
D17S1322 e D17S855). A presenca de LOH foi relacionada a tumores de alto grau
histol6gico (P = 0,005) e a auséncia de receptores hormonais (P = 0,01).

Silva et al. (1999) avaliaram a LOH do gene BRCA1 e BRCA2 em 140 casos
esporadicos de cancer de mama e observaram a presenca de LOH no gene BRCA1
em 40 (47%) de 85 casos informativos. Para analise do BRCA1, utilizaram quatro
marcadores na regidao 17q21 (D17S856, D17S855, D17S1323 e D17S1327). A
frequéncia de LOH foi estatisticamente maior nos tumores de alto grau, com
presenca de receptores hormonais (estrogénio e progesterona), invasao
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angiolinfatica e linfonodos axilares comprometidos. Entretanto, quando os casos nao
informativos e que também apresentavam LOH no gene BRCA2 foram excluidos,
ndo houve diferenca estatistica. Portanto, conseguiram demonstrar que 0s tumores
mais agressivos apresentavam perda de LOH nos dois genes avaliados.

Seery et al. (1999, p. 258) avaliaram a expressdao do mRNA dos genes
BRCA1 e RE (receptor de estrogénio) em 53 tumores malignos primarios de mama.
Com isso, queriam investigar a hipotese de que “a associacdo da diminuicdo da
expressdo destes abriria as vias para aceleracdo da proliferacdo das células
tumorais.” Eles conseguiram estabelecer associacéo entre a expressao do mRNA do
BRCAL e do RE (P = 0,013), indicando uma possivel relagdo funcional entre os dois
genes. Por fim, demonstraram que baixos niveis de expressdo do BRCA1, em 15
tumores (28,3%), estavam significativamente associados a presenca de metastases
a distancia (P = 0,019) em um intervalo menor de tempo (P = 0,015), em relacdo aos
casos com expressao normal do BRCAL.

Hanby et al. (2000) avaliaram a associacdo de LOH dos genes BRCA1 e
BRCA2 com as caracteristicas morfolégicas de 120 tumores malignos de mama.
Para isso, utilizaram quatro marcadores para cada gene. A frequéncia de LOH foi de
50% para 0 BRCAL e 54% para o BRCAZ2. Houve uma forte associacao entre a LOH
do BRCA1 e do BRCA2 (P < 0,001). Também ocorreu associacao significante entre
a LOH do gene BRCAL e maior numero de mitoses e pleomorfismo nuclear.

Johnson, Shaw e Walker (2002) compararam a frequéncia de LOH do gene
BRCA1 entre pacientes jovens e idosas com cancer esporadico de mama. Foram
avaliadas 31 pacientes com idade entre 26 e 35 anos e 31 pacientes com idade
entre 55 e 72 anos. Houve uma diferenca significante para o marcador D17S855 que
demonstrou LOH em 64,5% das pacientes jovens e em 35,5% das idosas
(P < 0,025). A presenca de LOH ocorreu sem relagao com o grau histolégico.

Matros et al. (2005) avaliaram a hipermetilagdo da regido promotora do gene
BRCA1 em 75 casos de cancer esporadico de mama. Esta foi observada em 16
casos (21%). Nado houve associacao entre a hipermetilacdo e achados clinicos ou
patolégicos. Nao obstante, os tumores com hipermetilacdo apresentaram menor
expressdo da proteina BRCAL (17%) em relagdo aos tumores sem hipermetilacéo
(32%).

Rakha et al. (2008, p. 864) avaliaram a expressao e localizacdo da proteina
BRCA1 em 1,482 mil casos de cancer de mama esporadico. Observaram a auséncia
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da expressao nuclear da proteina BRCA1 em 223 casos (15%) e a reducao da
expressdo em 578 casos (39%). A auséncia ou reducdo da expressao da BRCAl
ocorreu principalmente nas pacientes com tumores maiores, de alto grau, com
presenca de invasao vascular, auséncia de receptor hormonal e linfonodos axilares
comprometidos. A presenca da proteina BRCAL no citoplasma foi mais frequente
nos tumores com amplificacdo do HER2 e resultou em maior nimero de recidivas da
doenca. Os tumores triplo-negativos apresentaram alteracdo na expressao nuclear
da proteina BRCA1 em 80% dos casos. O intervalo livre de doenca foi menor nas
pacientes com a proteina BRCAL diminuida ou ausente. Por outro lado, ndo houve
diferenca na sobrevida global entre os grupos com e sem expressao da proteina
BRCA1. Mesmo assim, os autores concluiram que “alteracdes na BRCALl em
tumores malignos esporadicos de mama sdo mais importantes do que se concebia

até entao”.

2.3 GENE FHIT

Descrito em 1996, o gene FHIT (fragile histidine triad) esta localizado na
regido 3pl4.2. Possui 1,8 Mb e € composto por 10 éxons. Apenas a regido
compreendida entre os éxons 5 e 9 codifica um mRNA de 1,1 kb que é traduzido na
proteina FHIT de 16,8 kDa (OHTA et al., 1996).

A proteina FHIT é uma dinucleosideo trifosfato hidrolase (Ap3A), com 147
aminoécidos, que atua no metabolismo da purina e como molécula sinalizadora
envolvida na diferenciacdo e apoptose celular (BARNES et al., 1996). Desde sua
descoberta, o FHIT foi considerado um potencial gene supressor tumoral, envolvido
na génese de neoplasias de cabeca e pescoco, pulméo, eséfago, estbmago, célon,
colo de Utero e mama (HUEBNER; CROCE, 2003).

O gene FHIT contém no seu quinto intron o FRA3B, considerado sitio fragil
comum do genoma humano, local de quebras frequentes, rearranjos cromossdmicos
e perdas alélicas observadas em células neoplésicas (GLOVER; STEIN, 1988).

Huebner e Croce (2001) demonstraram que a perda de um alelo (One hit
model) do gene FHIT foi suficiente para o surgimento de lesdes pré-neoplasicas
(metaplasia) e diminuicdo da expressao da proteina FHIT. Com isso, concluiram que
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0 gene FHIT néo segue a teoria de Knudson e que sua alteragdo pode ocorrer nas

fases iniciais da oncogénese

2.3.1 O gene FHIT e o cancer de mama

Alteracdes no gene FHIT no cancer de mama ocorreram na forma de LOH,
hipermetilacéo, diminuicdo da expressdao do mRNA e também foram demonstradas
de forma indireta pela diminuicdo ou auséncia da proteina FHIT. As muta¢des, assim
como no gene BRCAL, foram raras.

Negrini et al. (1996) foram os primeiros a demonstrar que o gene FHIT
estava alterado no cancer de mama. Pela analise de 11 linhagens de células
derivadas de cancer humano de mama e 30 casos de carcinoma primario de mama,
estes pesquisadores observaram falhas na transcricdo do gene em 20% dos casos e
auséncia de expressdo do mRNA em 10%.

Ahmadian et al. (1997) realizaram extracdo de DNA de tecido parafinado
para avaliacdo da LOH do gene FHIT em epitélio mamario normal, hiperplasico,
carcinoma intraductal e infiltrante. Esta ocorreu em 6 de 16 amostras de carcinoma
invasivo de mama (37,5%), em trés de seis amostras de carcinoma intraductal e em
duas de oito amostras de hiperplasia. Por fim, ndo observaram LOH em seis
amostras de tecido mamario normal. Também encontraram um caso de mutacao
germinativa em 32 amostras tumorais avaliadas. Com isso, demonstraram a
precocidade da LOH do gene FHIT na oncogénese mamaria e que a mutacdo do
gene FHIT é um evento raro no cancer de mama.

Campligio et al. (1999) foram pioneiros em relacionar a presenca do gene
FHIT inativo com um fenotipo mais agressivo de cancer de mama. Para isso,
avaliaram duas séries. Uma com 29 casos de carcinoma mamario humano, em que
foi avaliada a transcricdo do gene FHIT e os niveis da proteina FHIT. Observaram
gue em nove casos (31%) a transcricao foi aberrante ou ausente e os niveis da FHIT
estavam baixos ou nulos. Na outra série, com 156 casos, foi determinada a
expressdo da proteina FHIT que estava diminuida ou ausente em um ter¢co dos
casos. Nas duas séries, as amostras com niveis baixos ou nulos de expressao da

proteina FHIT foram de tumores maiores e pouco diferenciados.
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Huiping et al. (2000) analisaram a LOH do gene FHIT em 49 casos de
cancer lobular de mama, com cinco marcadores microssatélites. Encontraram LOH
em 8 casos (16%) e expressao diminuida ou ausente da proteina FHIT em 15 (27%).
Também compararam a frequéncia de LOH entre os tipos histolégicos lobular e
ductal, sendo que o carcinoma lobular apresentou menor frequéncia (P < 0,001).

Até entdo, o gene FHIT era considerado um supressor tumoral em potencial,
com base em estudos realizados em ratos (HUEBNER et al., 1998).

Gatalica et al. (2000, p. 1378) ratificaram a funcdo do gene FHIT como
supressor tumoral no cancer de mama, baseados na premissa de que “a perda de
expressdo de um gene supressor tumoral € um passo importante na progressao
tumoral de lesdo pré-maligna para in situ e, finalmente, para carcinoma invasivo.”
Eles avaliaram a expresséo da proteina FHIT por imuno-histoquimica em amostras
de tecido de 50 pecas provenientes de mastectomia. Nestas amostras estavam
representadas lesdes epiteliais dos varios estagios de progressdo tumoral até o
carcinoma invasivo. Observaram reducdo ou auséncia de expressdo da proteina
FHIT em 54% dos carcinomas infiltrativos e uma relacdo inversa entre a progressao
tumoral e a expressao da FHIT, ou seja, a expressao diminuiu conforme se evoluiu
de epitélio normal para hiperplasia, hiperplasia atipica, carcinoma in situ e carcinoma
invasor. Por outro lado, os autores ndo observaram diminuicdo da FHIT nas lesdes
pré-neoplasicas quando o carcinoma invasivo expressava a proteina FHIT.

Zochbauer-Mduller et al. (2001) investigaram a LOH e a metilacdo do gene
FHIT (regido 5’ CpG) no cancer de mama. A metilagdo ocorreu em 12 (31%) de 39
casos avaliados e a LOH ocorreu em 12 (50%) de 24 casos informativos. Houve
concomitancia de LOH e metilagcdo em 48% dos casos. Nao houve relacéo entre a
metilacdo e outros parametros clinicos e patoldgicos avaliados. Entretanto, houve
relacdo entre a metilacdo e diminuicdo tanto do mRNA quanto da expressao da
proteina FHIT.

Ingvarsson et al. (2001) estudaram a relacdo da LOH do gene FHIT com as
caracteristicas clinicas e sobrevida em 239 pacientes com cancer de mama. A
presenca de LOH foi determinada por meio de cinco marcadores intragénicos.
Também foi determinada a expressao da proteina FHIT por método de imuno-
histoquimica em 138 pacientes. A LOH do gene FHIT ocorreu em 66 pacientes
(32%). Nestes pacientes também ocorreu diminuicdo da expresséao da proteina FHIT
(P < 0,001). Houve associacao estatisticamente significante entre a LOH do gene
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FHIT e receptor hormonal negativo, assim como fracdo alta de células em fase S. A
sobrevida foi menor no grupo de pacientes com LOH do gene FHIT em relacdo as
pacientes sem LOH em cinco anos de seguimento (P = 0,008). Em analise
multivariada, a LOH do gene FHIT foi considerada um fator prognéstico
independente de sobrevida (P = 0,045).

Em dezembro deste mesmo ano, Yang et al. (2001) reforcaram os achados
de Ingvarsson et al. (2001) ao relacionarem a expressdo da proteina FHIT com
parametros clinicos e patolégicos de 166 pacientes com cancer de mama. Pela
técnica de imuno-histoquimica, os autores demonstraram que a proteina FHIT
estava ausente ou diminuida em 70 casos (42,2%). Quanto mais baixa a expressao
da FHIT, maior a frequéncia de tumores grau 3, com auséncia de receptor
estrogénico, superexpressado de p53 e maior atividade proliferativa. Por outro lado,
em analise multivariada, ndo foi demonstrada piora na sobrevida para o grupo com
LOH (P > 0,05).

Ginestier et al. (2003) avaliaram a expressdo da proteina FHIT em 452
casos de cancer de mama, divididos em dois grupos. O grupo I, com 153 pacientes
de bom prognéstico, com axila livre de doenca e sem indicacdo para tratamento com
quimioterapia adjuvante, segundo os critérios de consenso da conferéncia de St.
Gallen; o grupo I, com 226 pacientes de alto risco e com indicagéo para tratamento
com quimioterapia. O seguimento meédio foi de 48 meses. Os autores demonstraram
que, no grupo |, a expressdao da FHIT esteve significativamente associada a
sobrevida livre de doenca. Portanto, foi um fator prognéstico independente neste
grupo de pacientes. O mesmo néo ocorreu no grupo .

Arun et al. (2005) demonstraram a auséncia de expressao da proteina FHIT
em 35 (44%) de 80 casos de cancer de mama pela analise imuno-histoquimica.
Neste estudo, ndo houve relacdo entre a expressao da FHIT e da ciclo-oxigenase 2
(COX2), um marcador de mau progndstico no cancer de mama.

Guler et al. (2009) avaliaram a expressdo das proteinas FHIT e WWOX
(técnica de imuno-histoquimica) em 837 amostras de cancer de mama previamente
fixadas e emblocadas em parafina. Destas, 89 eram de cancer de mama tipo basal-
simile. Eles observaram que a diminuicdo ou auséncia das proteinas FHIT e WWOX
foi mais frequente no grupo de tumores basal-simile em relacdo ao restante da

amostra. Essa diferenca foi estatisticamente significante (P < 0,001), sugerindo a
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atuacdo tanto da proteina FHIT quanto da WWOX na patogénese dos tumores

malignos de mama tipo basal-simile.

2.4 RELACAO ENTRE OS GENES BRCA1 E FHIT

Conforme j& descrito neste estudo, os genes BRCAl e FHIT sao
considerados supressores tumorais. Sabe-se que a inativagdo do gene BRCAL,
assim como a do gene FHIT, ocorre nas fases iniciais da génese tumoral mamaria e
gera instabilidade cromossdmica, permitindo novas mutagdes do DNA. Ingvarsson et
al. (2001) demonstraram associacdo, estatisticamente significante, entre a LOH do
gene FHIT e da regido 17qg. Apenas dois artigos originais, em pesquisa nas fontes
LILACS, IBECS, MEDLINE, Biblioteca Cochrane e SciELO, em julho de 2009,
avaliaram alteracdes concomitantes nos genes BRCAL e FHIT no cancer de mama.
Estes dois artigos sédo apresentados a seguir.

Turner et al. (2002) avaliaram a relacdo entre a mutagéo do gene BRCAl e a
expressdo da proteina FHIT em 22 casos de cancer familial de mama, com o gene
BRCAl1 sabidamente mutado. Estes casos foram comparados com 22 casos-
controle, em que o gene BRCAL estava comprovadamente integro. Apenas dois
(9%) dos carcinomas de mama com mutacdes no gene BRCA1l expressaram a
proteina FHIT. No grupo controle, 15 (68%) amostras expressaram a proteina FHIT
(P <0,001), sugerindo que o gene BRCAL seja importante para a manutencéo do
sitio fragil comum FRA3B e do gene FHIT.

Santos et al. (2004) analisaram 34 casos de cancer esporadico de mama em
relacdo a LOH dos genes BRCAL e FHIT. Para isso, utilizaram quatro marcadores
para o gene BRCAL e um marcador para o FHIT. A LOH no gene BRCAL ocorreu
em 42%, e no gene FHIT, em 24% dos casos. Em quatro dos seis casos em que
ocorreu LOH do FHIT, o gene BRCAL1 também apresentou LOH. Este achado
reforcou a possibilidade de que a LOH do gene BRCAL provoque instabilidade
cromossbmica e resulte em desequilibrio alélico em outros locos, como o do gene
FHIT.
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3 CASUISTICA E METODOS

As 82 pacientes, do sexo feminino, com cancer esporadico de mama, que
participaram até a fase final deste estudo longitudinal, foram selecionadas durante o
ano de 2003 no servico de Mastologia da Unido Oeste Paranaense de Estudos e
Combate ao Cancer (UOPECCAN), uma instituicdo de referéncia em tratamento do
cancer na regido oeste do Parana. A purificacdo e analise do DNA foram realizadas
no laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de

Genética da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

No momento da selecédo, foram incluidas as pacientes que preencheram as
condigdes descritas a seguir:

a) portadoras de carcinoma infiltrativo de mama, comprovado por exame
histoldgico;

b) auséncia de outras neoplasias malignas, exceto cancer de pele nao
melanoma,;

c) auséncia de metastases a distancia nos exames de estadiamento
inicial;

d) auséncia de casos de cancer de mama em parentes de primeiro grau
(pai, méae, irméos e filhos);

e) auséncia de tratamento com quimioterapia, radioterapia ou
hormonioterapia anterior a cirurgia para o cancer de mama.

Nesta fase, foram selecionadas 144 pacientes.
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3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram consideradas critérios de exclusdo as seguintes situacdes

observadas no transcorrer da pesquisa:

a) nao realizacdo das etapas de quimioterapia e radioterapia, relativas ao
tratamento para o cancer de mama, quando indicadas (quatro
pacientes);

b) interrupcdo do tratamento hormonal antes do tempo proposto (uma
paciente);

c) perda do seguimento oncolégico no decorrer dos anos (trés pacientes);

d) auséncia de tecido normal no bloco de parafina (15 pacientes);

e) qualidade inadequada do DNA para analise da LOH (39 pacientes).

A amostra final para andlise da LOH dos genes BRCAl e FHIT foi

constituida por 82 pacientes.

3.3 ASPECTOS ETICOS

Foram cumpridos os termos das normas vigentes para pesquisas em seres
humanos, conforme Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(MINISTERIO DA SAUDE; CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 1996).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas/lUFPR (ANEXO).
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3.4 TRATAMENTO

3.4.1 Cirurgia

Todas as pacientes do estudo foram tratadas com mastectomia radical
modificada ou cirurgia conservadora da mama (quadrantectomia ou setorectomia),

com resseccgao dos linfonodos axilares.

3.4.2 Quimioterapia

Das 82 pacientes, 72 receberam tratamento sisttmico com quimioterapia.
Este nao foi realizado em 10 pacientes, de baixo risco, segundo os critérios de St.
Gallen (GOLDHIRSCH et al., 1998). Os regimes de quimioterapia adjuvante foram:
AC (adriblastina + ciclofosfamida), FAC (fluorouracil + adriblastina + ciclofosfamida)
e CMF (ciclofosfamida + metotrexate + fluorouracil). Detalhes dos regimes de
qguimioterapia e o tratamento individualizado de cada paciente estdo descritos nos
APENDICES 1 e 3, respectivamente.

3.4.3 Radioterapia

Todas as pacientes que foram submetidas a tratamento cirargico
conservador da mama receberam radioterapia na mama remanescente (43 casos).
As que preencheram os critérios para irradiacdo do plastrdo, apds mastectomia
radical modificada, também foram irradiadas (29 pacientes). Os critérios foram:
tumores maiores que 50 mm, invasdo de pele e 4 ou mais linfonodos positivos na
axila. O tratamento foi realizado conforme descrito a seguir:

a) cirurgia conservadora da mama: radioterapia na mama com 5,04 mil

cGy e mil cGy de boost na regido de excisao do tumor;
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b) pbs-mastectomia: radioterapia com 5,04 mil cGy no plastrdo e

linfonodos supraclaviculares, se indicado.

3.4.4 Hormonioterapia

O medicamento utilizado para o tratamento hormonal foi o tamoxifeno
(20 mg/dia), por cinco anos. Foram submetidas a tratamento as 53 pacientes da
casuistica com receptor hormonal positivo, trés com receptor hormonal
desconhecido e uma com receptor hormonal negativo. Em uma paciente, substituiu-
se o tamoxifeno pelo anastrozol, em razdo de trombose venosa profunda da
panturrilha no primeiro ano de tratamento. Ao término do seguimento, 26 pacientes

estavam em tratamento hormonal.

3.5 SEGUIMENTO

O tempo médio de seguimento foi de 48 + 14,6 meses e variou de 10 a 72
meses, incluindo as pacientes que foram a 6bito. O tempo de seguimento iniciou na
data da cirurgia para o cancer de mama e terminou na data do 6bito ou em
dezembro de 2007.

As pacientes foram seguidas por meio de revisdo das anotacdes nos
prontuarios, realizada ao final de cada ano, de 2003 a 2007. Em geral, as pacientes
foram acompanhadas com consultas a cada trés meses no primeiro ano apés o
diagnostico, de seis em seis meses até o terceiro ano e anualmente a seguir. Como
regra, para as pacientes submetidas a cirurgia conservadora de mama, solicitou-se
mamografia bilateral ap0s seis meses da cirurgia e, a partir dai, anualmente. Para as
pacientes submetidas a mastectomia radical modificada, foi solicitada mamografia da
mama oposta anualmente. Outros exames foram realizados conforme queixas

individuais.
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3.6 DETERMINACAO DAS VARIAVEIS

3.6.1 Tamanho do tumor

O tamanho do tumor foi determinado por suas dimensdes (maior didmetro)
no corte histolégico. Eventual componente in situ no tecido mamario circunjacente

nao foi considerado. Os tumores foram agrupados em <20 mm e > 20 mm.

3.6.2 Graduacdao histologica

Foi utilizado o sistema combinado de Nottingham, de Bloom e Richardson e
modificado por Elston e Ellis, que considerou a presenca de formacéo tubular,
pleomorfismo nuclear e contagem mitética (ELSTON; ELLIS, 1991). Os tumores
foram classificados em graus 1 (bem diferenciados), 2 (moderadamente
diferenciados) ou 3 (pouco diferenciados).

3.6.3 Invasédo angiolinfatica

Foi considerada invasdo vascular a presenca de émbolos de células
tumorais a pelo menos um campo microscépico de grande aumento da borda do
tumor (ROSEN, 1983).

3.6.4 Status axilar

Os linfonodos axilares foram incluidos inteiros em parafina e corados com

hematoxilina e eosina (HE) para exame histoldgico convencional. As pacientes foram
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agrupadas da seguinte forma: com axila comprometida (ou positiva), quando se
detectou a presenca de metastases nos linfonodos, e com axila livre de metastases
(ou negativa) quando ndo se encontraram células neoplasicas nos linfonodos

avaliados.

3.6.5.Receptor hormonal

Foram determinadas as presencas de receptor de estrogénio (RE) e
progesterona (RP) pela técnica de imuno-histoquimica. A presenca ou auséncia dos
receptores foi considerada conforme metodologia proposta por Harvey et al. (1999).
As pacientes que apresentaram pelo menos um receptor hormonal positivo (RE ou

RP) foram consideradas como RH presente.

3.6.6 Superexpressao da proteina HER2

Esta variavel foi determinada pela técnica de imuno-histoquimica e avaliacdo
dos niveis de expressdo da proteina HER2 na membrana celular. Os casos com
scores 0 e 1 foram considerados negativos. Os casos com score 3 foram
considerados positivos. Os casos com score 2 foram submetidos a realizacdo do
método de hibridizacao in situ, marcada por fluorescéncia (FISH). Os tumores com
taxa de 2 ou mais no teste de FISH foram considerados positivos.

3.7 OBTENCAO E EXTRACAO DO DNA

O DNA para analise de LOH foi obtido em tecido normal e neoplasico
previamente fixado em formalina 5% e parafinado. Com auxilio da analise
microscopica de laminas com o tecido corado em HE, realizou-se a macrodisseccao

das amostras nos blocos de parafina, conforme demonstrada na FOTOGRAFIA 1.
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FOTOGRAFIA1 — IDENTIFICACAO DAS AREAS DE TUMOR (T) E NAO TUMOR

(NT) NO BLOCO DE PARAFINA

FONTE: O autor (2009)

Apbs uma série de testes e ajustes, o protocolo de extracdo de DNA por

fenol-cloroférmio das amostras teciduais foi estabelecido conforme descrito a seguir:

a)

b)

c)
d)
e)

f)

9)
h)

adicionar 1200 pul de xilol no tubo com as amostras dilaceradas e agitar
vigorosamente;

centrifugar em velocidade maxima por cinco minutos em temperatura
ambiente;

remover o sobrenadante;

adicionar 1200 pl de etanol absoluto ao pellet e agitar suavemente;
remover o sobrenadante;

encubar o tubo aberto a 37 °C por alguns minutos, até que todo o
etanol evapore;

ressuspender o pellet em 260 pl de tampao de proteinase K;

adicionar 30 pl de SDS estoque ao tubo;
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i) adicionar 10 pl de proteinase K ao tubo e incubar a 50 °C até que o
tecido esteja totalmente digerido ou por quatro dias. Neste periodo,
adicionar 10 pl de proteinase K (solugcado estoque) a cada 24 horas de
intervalo de digestéao;

J) aquecer as amostras a 95 °C por 10 minutos para inativar a proteinase
K;

k) deixar as amostras a temperatura ambiente e adicionar 0,005 volumes
de Rnase estoque (20 pg/ul). Incubar a 37 °C por 90 minutos;

[) adicionar 1 volume de fenol:cloroformio:isoamil 25:24:1, agitar por 15
segundos e centrifugar a 14 mil rpm por 5 minutos;

m) transferir a camada de cima para um novo tubo e repetir 0 passo
anterior;

n) transferir a camada de cima para um novo tubo e adicionar 0,2 volumes
de acetato de amonio 10 M;

0) adicionar 0,02 volumes de glicogénio (20 ug/ul). Este passo é opcional;

p) adicionar 2 volumes de etanol absoluto a 4 °C e inverter suavemente a
posicao do tubo diversas vezes;

g) colocar o tubo em freezer a menos 20 °C por 12 horas;

r) centrifugar o tubo a 14 mil rpm por 15 minutos e remover o
sobrenadante;

s) lavar o pellet com 1 ml de etanol a 70%;

t) centrifugar o tubo a 14 mil rpm por 5 minutos e remover o
sobrenadante;

u) ressuspender o pellet em 50 pl de agua deionizada e estocar a 4 °C.
Hidratar por 48 horas.

O DNA extraido foi diluido em uma concentracdo de 20 ng/ul para

amplificacdo por PCR (polymerase chain reaction) e analise da LOH.

3.8 AMPLIFICACAO DO DNA POR PCR

A amplificacdo dos seis marcadores de microssatélites com repeticdo de
dinucleotideos selecionados foi realizada por meio da reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR). Para o loco 17g21 foram utilizados os marcadores D17S791
(telomérico ao gene BRCAL), D17S1322 e D17S1323 (intragénicos). Para o gene
FHIT (loco 3pl14.2), os marcadores intragénicos D3S1300, D3S4103 e D3S1234
foram escolhidos. Esta escolha foi baseada na alta taxa de heterozigose ja relatada
para estes marcadores e as sequéncias foram selecionadas no Genome Database
(QUADRO 1).

Marcador Sequéncia de nucleotideos

D3S1300

Primer forward AGCTCACATTCTAGTCAGCCT

Primer reverse GCCAATTCCCCAGATC
D354103

Primer forward TTCTACTGCAATCCAGCCTGG

Primer reverse GCCTTGGGTAGATTTATACCT
D3S1234

Primer forward CCTGTGAGACAAAGCAAGAC

Primer reverse GACATTAGGCACAGGGCTAA
D17S791

Primer forward GTTTTCTCCAGTTATTCCCC

Primer reverse GCTCGTCCTTTGGAAGAGTT
D17S1322

Primer forward CTAGCCTGGGCAACAAACGA

Primer reverse GCAGGAAGCAGGAATGGAAC
D17S1323

Primer forward TAGGAGATGGATTATTGGTG

Primer reverse AAGCAACTTTGCAATGAGTG

QUADRO 1 - DESCRICAO DOS SEIS MARCADORES DE MICROSSATELITES
FONTE: Genome Database (2009)

Os nucleotideos iniciais (primers) foram marcados com um dos corantes
fluorescentes, HEX (amarelo) ou 6-FAM (azul) (Applied Biosystem/PE Biosystems,
Foster City, CA, USA). Em todos os casos os marcadores foram inicialmente
avaliados no tecido normal. Apés, os informativos foram aplicados no tecido tumoral.
A amplificacdo do DNA por PCR foi realizada conforme protocolo descrito no
QUADRO 2 (SANTOS et al., 2004).

A amplificagéo consistiu em uma desnaturacao inicial por 5 minutos a 96 °C,
seguidos por 30 ciclos a 96 °C por 1 minuto para continuacdo da desnaturacao, 1
minuto a 55 °C para anelamento dos iniciadores e 1 minuto a 72 °C, seguido de 20
minutos também a 72 °C para amplificacao das regides alvo. Utilizou-se, para tanto,
um termociclador MJ Research PTC 200.
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Reagente Concentracdo | Concentragéo Final | Volume nareacéo
Estoque

DNA Variavel 20 ng/pl 1,0 ul
Tampéo 10 X 1X 1,0 pl
MgCl, 50 mM 2,5mM 0,5 pl
dNTP 2mM 200 uM 1,0 ul
Primer forward 20 uM 8 uM 0,6 pl
Primer reverse 20 uM 8 uM 0,6 ul
Taq DNA polimerase |5 U/ul 1,0 U/ul 0,1 pl
H,O ultrapura 5,2 ul
TOTAL 10 pl

POLIMERASE

FONTE: Santos et al. (2004)

Os produtos da PCR foram analisados primeiramente em gel
poliacrilamida 4,25%
demonstrada na FOTOGRAFIA 2.

3.8.1 Analise dos produtos da PCR

QUADRO 2- COMPOSICAO DA MISTURA DA REACAO EM CADEIA DA

de

para certificacdo da amplificacdo do DNA conforme

"rji—'—-l—*'_-—_'_-__—

=
—
—
—
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D17S1322
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D3S4103
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FOTOGRAFIA 2 — EXEMPLO DE AMPLIFICACAO DO DNA EM GEL

POLIACRILAMIDA 4,25% PARA OS MARCADORES DOS

GENES BRCAL1 E FHIT
FONTE: O autor (2009)




41

Os dados relativos aos tamanhos dos alelos foram comparados com um
tamanho padrdao ET-ROX 400 (Amershan Biosciences) com um sequenciador
automatico (MegaBACE 1000). Os sinais fluorescentes dos alelos com diferentes
tamanhos foram arquivados e analisados pelo programa Fragment Profiler, versao

2.1 (Amershan Biosciences).

3.9 ANALISE DA PERDA DE HETEROZIGOSE

Esta etapa do trabalho foi realizada no laboratério de citogenética da UFPR
por técnicos que desconheciam a evolucéo clinica das pacientes.

A LOH foi demonstrada pela diferenca de tamanho ou auséncia de um dos
alelos no tecido tumoral em relacdo ao DNA normal. As amostras cujos marcadores
eram homozigotos na analise do tecido normal foram consideradas ndo informativas.
A LOH, visualizada na figura criada pelo MegaBACE 1000 (FIGURA 1), foi
determinada para cada marcador informativo por meio da seguinte formula,

semelhante a proposta por Cawkwell et al. (1993):

Altura do pico do alelo normal 2
LOH = Altura do pico do alelo normal 1
Altura do pico do alelo tumoral 2
Altura do pico do alelo tumoral 1

O alelo 1 é o que possui menor tamanho em pares de base e o alelo 2 € o
gue possui maior tamanho em pares de base. Um valor de LOH < 0,5 indica que a
amostra tumoral apresenta perda significante do alelo de menor tamanho. Por outro
lado, um valor de LOH = 1,5 indica que a amostra tumoral apresenta perda do alelo

maior.
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FIGURA 1 — EXEMPLO DE LOH DO GENE FHIT NO TECIDO TUMORAL
(ALELO 1) COM O MARCADOR D3S1300
FONTE: O autor (2009)

3.10 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Qui-quadrado (y?) foi utilizado para determinar se a frequéncia de
LOH foi igualmente distribuida entre os marcadores e os genes BRCAL e FHIT. Para
avaliar a relacdo da LOH com as demais variaveis (idade, tamanho tumoral, grau
histologico, status axilar, invasao angiolinfatica peritumoral, receptor hormonal e
superexpressdo da HERZ2) foi utilizado o teste exato de Fisher. Para sobrevida,
foram utilizados os testes LOG-rank para analise univariada, COX: Modelo de Risco
Proporcional para andlise multivariada e a curva de sobrevida de Kaplan-Meier.
Valor de P < 0,05 foi considerado significante. O tratamento dos dados estatisticos

foi realizado com apoio do programa estatistico BioEstat® 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DAS PACIENTES

A idade média das pacientes, no momento do diagnoéstico, foi 51,8 + 14,3
anos, variando de 25 a 85 anos. O tipo histolégico ductal infiltrante ocorreu em 75
pacientes (91,4%). Os tipos histolégicos lobular e papilifero ocorreram em dois casos
cada (2,4%). Os tipos histologicos cribriforme, medular e mucinoso ocorreram em
um caso cada (1,2%). As demais caracteristicas clinicas e procedimentos
terapéuticos nas 82 pacientes estdo demonstrados na TABELA 1 e APENDICES 2
e 3.
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TABELA 1 — CARACTERISTICAS CLINICAS E DO TRATAMENTO

Caracteristica NUumero de pacientes (%)
Idade

<50 anos 42 (51,2)

= 50 anos 40 (48,8)
Tamanho do tumor

<20 mm 20 (24,4)

> 20 mm 62 (75,6)
Linfonodos axilares

Com metastases 37 (45,1)

Livres 45 (54,9)
Grau histolégico

1 (bem diferenciado) 21 (25,6)

2 (moderadamente diferenciado) 27 (32,9)

3 (pouco diferenciado) 34 (41,5)
Invasao angiolinfatica

Presente 51 (62,2)

Ausente 31 (37,8)
Receptor hormonal

Presente (E ou P ou E+P) 53 (64,5)

Ausente (E e P) 25 (30,5)

Nao determinado 4 (5)
Superexpressao HER2

Presente 13 (15,8)

Ausente 61 (74,4)

Nao determinado 8 (9,8)
Cirurgia

Mastectomia 39 (47,5)

Cirurgia conservadora 43 (52,5)
Quimioterapia

Sim (AC, CMF, FAC) 72 (87)

Nao 10 (13)
Radioterapia

Sim 72 (87)

N&o 10 (13)
Tratamento hormonal

Sim (TMX, 1A) 57 (69,5)

Nao 25 (30,5)

FONTE: O autor (2009)

NOTA: E = estrogénio; P = progesterona; AC = adriblastina + ciclofosfamida; CMF = ciclofosfamida
+ metrotrexate + fluorouracil; FAC = fluorouracil + adriblastina + ciclofosfamida; TMX =
tamoxifeno; IA = inibidor da aromatase; HER2 = Human epidermal growth factor receptor-
type 2
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4.2 FREQUENCIA DE LOH NOS GENES BRCAL E FHIT

A perda da heterozigose foi determinada com base em seis marcadores (trés
no loco 3pl14.2 — gene FHIT — e trés no loco 17921 — gene BRCA1L). Das 82
pacientes, 72 foram informativas para os dois locos. As frequéncias de LOH para
cada loco estdo demonstradas na TABELA 2. Portanto, as 10 pacientes néo
informativas (homozigotas para um dos locos) foram excluidas das analises de

resultados.

TABELA 2 — FREQUENCIA DE LOH PARA OS MARCADORES

Marcador Pacientes heterozigotas | Presenca de LOH (%)
D3S1300 (FHIT) 60 19 (31,7)
D3S4103 (FHIT) 59 12 (20,3)
D3S1234 (FHIT) 54 19 (35,1)
D17S791 (BRCA1) 64 22 (34,4)
D17S1323 (BRCA1) 43 16 (37,2)
D17S1322 (BRCA1) 48 18 (37,5)

FONTE: O autor (2009)

Entre os casos informativos, a frequéncia de LOH foi maior que 20% em
todos os marcadores, com variagdo de 20,3% (D3S4103) a 37,5% (D17S1322).
Estas frequéncias foram igualmente distribuidas entre todos os marcadores
(x’s=5,27; P > 0,30). A presenca de LOH nos genes BRCA1 e FHIT, considerando

todos os marcadores, foi alta, conforme demonstrada na TABELA 3.

TABELA 3 — FREQUENCIA DE LOH PARA OS GENES BRCAL E FHIT

Gene Pacientes heterozigotas Presenca de LOH (%)
FHIT 80 38 (47,5)
BRCA1 74 38 (51,4)

FONTE: O autor (2009)

Estas frequéncias também foram igualmente distribuidas entre os genes
(x*1=0,23; P > 0,50).
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A presencga ou auséncia de LOH nos genes BRCA1 e FHIT determinou a
formacé&o de quatro grupos de pacientes, descritos a seguir:
a) grupo AA: auséncia de LOH nos genes BRCAL e FHIT;
b) grupo PP: presenca de LOH nos genes BRCAL e FHIT;
c) grupo AgPg: auséncia de LOH no gene BRCAL e presenca de LOH no
gene FHIT;
d) grupo PgAr: presenca de LOH no gene BRCA1 e auséncia de LOH no
gene FHIT.
A frequéncia dessas combinagdes ocorreu conforme demonstrada na
TABELA 4.

TABELA 4 — AGRUPAMENTO DAS 72 PACIENTES INFORMATIVAS EM
RELACAO A LOH NOS GENES BRCA1 E FHIT

Grupo NUumero de pacientes (%)
AA (sem LOH) 23 (32)

PP (LOH concomitante) 24 (33,3)

AgPr (LOH no gene FHIT) 11 (15,2)

PsAr (LOH no gene BRCA1) 14 (19,4)

FONTE: O autor (2009)

4.3 RELACAO DA LOH COM AS DEMAIS VARIAVEIS

A presenga e auséncia de LOH nos genes BRCAL1 e FHIT foi relacionada
com as demais variaveis (idade, tamanho do tumor, grau histolégico, presenca de
invasdo angiolinfatica, status axilar, presenca de receptor hormonal e
superexpressdo da HER2) das 72 pacientes informativas. Para isto, as pacientes
com LOH em um gene e auséncia no outro foram consideradas em conjunto como

grupo AP+PA. Estas comparacdes estdo demonstradas nas TABELAS 5 e 6.
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TABELA 5 — RELACAO ENTRE A LOH CONCOMITANTE E AS DEMAIS

VARIAVEIS
Variavel LOH concomitante | Ausénciade LOH | Valor de
N° pacientes (%) N° pacientes (%) P*
Idade 0,14
<50 anos 14 (58,3) 8 (34,8)
> 50 anos 10 (41,6) 15 (65,2)
Tamanho do tumor 0,004
<20 mm 1(4,2) 9(39,1)
> 20 mm 23 (95,8) 14 (60,9)
Grau histolégico 0,001t
1 2 (8,3) 10 (43,4)
2 7(29,1) 9(39,1)
3 15 (62,5) 4 (17,3)
Status axilar 0,01
Positiva 14 (58,3) 5(21,7)
Negativa 10 (41,6) 18 (78,3)
IAL 0,01
Presente 18 (75) 9(39,1)
Ausente 6 (25) 14 (60,9)
Receptor hormonalt 0,023
Presente 12 (52,1) 19 (86,4)
Ausente 11 (47,8) 3 (13,6)
Superexpressdo HER2t 0,11
Presente 4(17,3) 0 (0)
Ausente 19 (82,6) 19 (100)

FONTE: O autor (2009)
NOTA: *O valor de P foi calculado pelo teste exato de Fisher.
tO valor de P foi obtido pela comparacao do grau histolégico 1 com o 3.
1O N excluiu os casos ND (ndo determinados).
IAL = invasédo angiolinfatica; HER2 = Human epidermal growth factor receptor-type 2.

As informacdes da TABELA 5 indicam que os valores de P foram
estatisticamente significantes em cinco (tamanho do tumor, grau histoldgico, status
axilar, IAL e receptor hormonal) das sete variaveis, demonstrando que nestas
variaveis as frequéncias observadas ndo se distribuiram igualmente nos dois grupos
de pacientes. Os indicadores de pior prognéstico (tamanho do tumor > 20 mm, grau
histoldgico 3, axila positiva, presenca de IAL e auséncia de receptor hormonal) foram
mais frequentes nas pacientes com perda de heterozigose em ambos os genes. Por
outro lado, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as frequéncias
observadas em ambos os grupos com relacao a idade e superexpresséo da HER2.

A perda da heterozigose em apenas um gene (BRCAL ou FHIT) também foi
comparada com as demais variaveis, conforme demonstrada na TABELA 6.



TABELA 6 — RELACAO ENTRE A LOH EM APENAS UM GENE E AS DEMAIS

VARIAVEIS
Variavel LOH isolada Auséncia de LOH | Valor de P*
(BRC1ou FHIT) | Ne pacientes (%)
N° pacientes (%)

Idade 0,25
<50 anos 13 (52) 8 (34,8)
= 50 anos 12 (48) 15 (65,2)

Tamanho do tumor 0,76
<20 mm 8 (32) 9(39,1)
> 20 mm 17 (68) 14 (60,9)

Grau histolégico 0,06t
1 5 (20) 10 (43,4)
2 9 (36) 9(39,1)
3 11 (44) 4 (17,3)

Status axilar 0,07
Positiva 12 (48) 5 (21,7)
Negativa 13 (52) 18 (78,3)

IAL 0,04
Presente 18 (72) 9(39,1)
Ausente 7 (28) 14 (60,9)

Receptor hormonalt 0,28
Presente 16 (69,5) 19 (86,4)
Ausente 7 (30,4) 3 (13,6)

Superexpressdo HER2t 0,01
Presente 7 (30,4) 0 (0)
Ausente 16 (69,5) 19 (100)

FONTE: O autor (2009)

NOTA: *O valor de P foi calculado pelo teste exato de Fisher.
TO valor de P foi obtido pela comparacao do grau histolégico 1 com o 3.
1O N excluiu os casos ND (ndo determinados).
IAL = invasédo angiolinfatica; HER2 = Human epidermal growth factor receptor-type 2.
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Nesta comparac&o, observou-se que a LOH em apenas um gene apresentou

relacdo com invasao angiolinfatica e superexpressédo da proteina HER2. As demais

variaveis distribuiram-se de forma independente em relacdo a LOH, refutando a

hipétese H1.

4.4 SOBREVIDA DAS 72 PACIENTES INFORMATIVAS

Durante o seguimento, os 0Obitos registrados ocorreram sempre em razédo do

cancer de mama, pela progressdo da doenca com recidiva local ou metastases a
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distancia. Portanto, a sobrevida global foi igual a sobrevida doenca-especifica,
doravante considerada apenas como sobrevida. Entdo, nenhuma morte foi
censurada nos calculos estatisticos. Apdés o seguimento médio de 48 meses, 18
(25%) mortes foram registradas. Varias pacientes apresentaram metastases em
mais de uma localizacdo. Os locais mais frequentes foram: ossos (nove casos),
figado (sete casos) e pulméo (quatro casos). Uma paciente com metastases 6sseas
também apresentou recidiva no plastrdo. Os detalhes da evolucédo de cada paciente
estdo descritos no APENDICE 4.

O grupo PP foi o0 que apresentou 0 maior nimero de mortes com nove casos
em 24 possiveis (37,5%), seguido pelo grupo AP+PA com 7 casos em 25 possiveis
(28%). O grupo com menor frequéncia de mortes foi o AA com dois 6bitos (8,7%) em
23 pacientes. A probabilidade de sobrevida em 5 anos foi de 73% para as 72
pacientes, pela curva de Kaplan-Meier. No GRAFICO 1 e na TABELA 7 estdo

demonstradas as sobrevidas dos grupos em relacédo a LOH.

1.0+
& ' , 90%
< ——
g 1
s T B9%
@ I
o
H8%
@ 06 e
@
<
S
3 0.4
= B £uséncia de LOH
S ol B LOH em apenas um gene
o B | OH concomitante
o
00 | | | | | |
0 10 20 30 40 50 B0

Tempo (meses)

GRAFICO 1 - CURVAS DE SOBREVIDA (5 ANOS) DE KAPLAN-MEIER EM
RELACAO A LOH

FONTE: O autor (2009)
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TABELA 7 — PROBABILIDADE DE SOBREVIDA EM 5 ANOS PELA CURVA DE

KAPLAN-MEIER

Grupo (N) Sobrevida IC 95%

PP (24) 58% 38% - 79%
AA (23) 90% 78% - 100%
AP+PA (25) 69% 51% - 88%
Total (72) 73% 62% - 83%

FONTE: O autor (2009)

NOTA: PP = LOH concomitante nos genes BRCAL e FHIT; AA = LOH ausente; AP+PA = LOH em

apenas um gene (BRCA1 ou FHIT)

As curvas de sobrevida foram comparadas pelo teste de LOG-rank.

Observou-se que a perda concomitante da heterozigose nos genes BRCAL e FHIT

diminuiu significativamente a sobrevida (P = 0,014) em relacdo as pacientes sem

LOH. Todavia, a perda da heterozigose em somente um dos genes ndo alcangou

valor estatisticamente significante (P = 0,081). As outras variaveis que também

influenciaram na sobrevida foram: grau histolégico, tamanho do tumor, invasdo

angiolinfatica e status axilar. As demais variaveis (idade, receptor hormonal e HER?2)

nao influenciaram na sobrevida, como demonstrada na TABELA 8.

TABELA 8 — ANALISE UNIVARIADA DA SOBREVIDA PELO TESTE LOG-RANK

Variavel

Qui-quadrado (x?) | Valor de P

LOH (PP vs. AA)

LOH (AP+PA vs. AA)

Idade (< 50 anos vs. = 50 anos)
Grau histoldgico (3 vs. 1)

Tamanho do tumor(< 20 mm vs. > 20 mm)

Axila (positiva vs. negativa)
IAL (presente vs. ausente)
RH (presente vs. ausente)

Superexpressao HER2 (presente vs. ausente)

5,97
3,02

0,0029
30,03

5,20
9,73
7,43
3,31
2,00

0,0145
0,081
0,95
<0,0001
0,0225
0,0018
0,0064
0,0688
0,1572

FONTE: O autor (2009)

NOTA: PP = LOH concomitante nos genes BRCAL e FHIT; AA = LOH ausente; AP+PA = LOH em
apenas um gene (BRCAL ou FHIT); IAL = invasao angiolinfatica; RH = receptor hormonal;
HER2 = Human epidermal growth factor receptor-type 2; vs = versus

Os GRAFICOS 2 a 9 demonstram as curvas de sobrevida das oito variaveis

avaliadas pelo teste de LOG-rank.
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Auséncia de LOH

1.0—
L
0.8+
0 LOH concomitante
044
0.3+
P =001
o.a | | | | | |
0 10 20 30 410 Al B0

Tempo (meses)

GRAFICO 2 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA LOH
FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 3 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA IDADE
FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 4 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA TAMANHO DO TUMOR

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 5 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA GRAU HISTOLOGICO

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 6 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA STATUS AXILAR
FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 7 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA INVASAO
ANGIOLINFATICA

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 8 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA RECEPTOR
HORMONAL (ESTROGENIO E/OU PROGESTERONA)

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 9 — SOBREVIDA: ANALISE UNIVARIADA PARA SUPEREXPRESSAO
DA PROTEINA HER2

FONTE: O autor (2009)
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A andlise de COX: modelo de risco proporcional demonstrou que a LOH

concomitante dos genes BRCAL1 e FHIT, axila positiva e invasdo angiolinfatica

presente aumentaram o risco de morte das pacientes, com P < 0,05. Portanto, estas

variaveis apresentaram valor progndstico independente. Embora tumores > 20 mm,

grau histoldgico 3, idade < 50 anos e presenca de superexpressdao da HER2

apresentassem um Hazard ratio aumentado para morte, ndo alcancaram valor

estatisticamente significante. A variavel RH (receptor hormonal) apresentou Hazard

ratio < 1 (0,47), demonstrando que a presenca de RH diminuiu o risco de morte,

embora com P > 0,05 (TABELA 9).

TABELA 9 — ANALISE MULTIVARIADA DA SOBREVIDA PELO TESTE DE COX:
MODELO DE RISCO PROPORCIONAL

Variavel Hazard ratio IC 95% Valor de P
LOH

PP vs. AA 4,99 1,07 — 23,15 0,03

AP+PA vs. AA 3,56 0,73-17,17 0,11
Tamanho do tumor

>20 mmyvs. <20 mm 5,72 0,76 — 43,03 0,09
Grau histolégico

3vs.1e?2 1,34 0,84 -2,14 0,21
Idade (anos)

<50vs. 250 1,10 0,43 -2,77 0,83
Status axilar

Comprometida vs. livre 5,34 1,86 — 15,36 0,001
IAL

Presente vs. ausente 6,02 1,38 — 26,27 0,01
RH

Presente vs. ausente 0,47 0,17-1,31 0,15
Superexpressido HER2

Presente vs. ausente 2,01 0,63-6,34 0,23

FONTE: O autor (2009)

NOTA: IC = intervalo de confianca; PP = LOH concomitante nos genes BRCA1 e FHIT; AA = LOH
ausente; AP+PA = LOH em apenas um gene (BRCA1l ou FHIT); IAL =
angiolinfatica; RH = receptor hormonal; HER2 = Human epidermal growth factor receptor-

type 2; vs = versus

invasao

Os achados da TABELA 9 estido demonstrados nos GRAFICOS 10 a 17.
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GRAFICO 10 — SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA LOH
FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 11 — SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA TAMANHO DO
TUMOR

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 12 — SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA GRAU
HISTOLOGICO

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 13 — SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA IDADE
FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 14 — SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA STATUS AXILAR
FONTE: O autor (2009)

100
Alsente
a0
s
o o Fresente
3 &0
=
@
.
e
O 40
(7]
204 P =001
l:l T T T T T 1
0 10 20 a0 40 a0 &0

Tempo (meses)

GRAFICO 15 - SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA INVASAO
ANGIOLINFATICA

FONTE: O autor (2009)
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GRAFICO 16 — SOBREVIDA: ANALISE MULTIVARIADA PARA RECEPTOR
HORMONAL (ESTROGENIO E/OU PROGESTERONA)

FONTE: O autor (2009)
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4.5 METASTASES A DISTANCIA

Ao final do seguimento, entre as pacientes vivas, foi observada a presenca
de metastases dsseas em duas pacientes do grupo PP e uma paciente do grupo AA.
Ndo foi constatada a presenca de metastase visceral. Os detalhes sobre a
localizag&o das metastases estdo no APENDICE 4.
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5 DISCUSSAO

Apesar dos anos de estudos intensivos e progressos substanciais na
compreensao do cancer de mama, este persiste como uma causa importante de
morte entre as mulheres. Nesse sentido, a busca por alteracbes moleculares que
auxiliem na identificacdo do comportamento tumoral e sejam oportunidades de

terapia alvo € uma linha de pesquisa que tem despertado grande interesse.

5.1 FORMULACAO DA HIPOTESE

A formulacao da hipétese deste trabalho foi baseada em tema de opiniées
conflitantes na literatura médica: relacionar o gene BRCA1 ao cancer esporadico de
mama. Prova disto, é a pergunta feita no ano 2000 por Haber e publicada na revista
New England Journal of Medicine (NEJM):

Por que o cancer de mama deveria ocorrer em portadores de mutacao
germinativa em um alelo do gene BRCAL, apdés a perda somatica do
segundo alelo, considerando que o BRCA1l raramente, ou nunca, é
inativado em pacientes com cancer de mama esporadico? (HABER, 2000,
p. 1568).

5.1.1 O gene BRCAL e o cancer esporadico de mama

Desde que a professora do departamento de genética da Universidade da
Califérnia, em Berkeley, Mary-Claire King e seus colegas (HALL et al., 1990)
localizaram o gene BRCAL, h4 19 anos, até julho de 2009, 6,68 mil artigos
relacionados ao tema foram indexados na base de dados MEDLINE. Passada a
euforia inicial, Wooster e Weber (2003) definiram que o gene BRCA1 estava mutado
em 20% das familias com evidéncia de susceptibilidade herdada para o cancer de
mama. Para fechar os 100%, o gene BRCA2 seria responsavel por mais 20%, o
gene CHEK2 por 5%, o gene TP53 por 1% ou menos e 54% das mutagdes restantes
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ocorreriam em genes desconhecidos e com baixa penetrdncia. Como Wooster e
Weber (2003) néo relacionaram o gene BRCAL1 ao cancer esporadico de mama,
concluiram que, somados os tipos familiares e esporadicos, 0 mesmo seria
responsavel por apenas 2% a 3% de todos os canceres de mama.

Por outro lado, conforme revisao de literatura realizada, ficou evidente que,
embora a mutacdo do gene BRCA1 no cancer esporadico de mama seja um evento
raro, a LOH e a diminuicdo da expressdo do gene BRCA1l ocorrem em
aproximadamente 30% dos casos.

Além disso, alteracBes epigenéticas, como a hipermetilacéo de ilhas de CpG
(citosina que precede guanina) na regido promotora do gene BRCA1 foram
sugeridas como a segunda lesdo no modelo das two hit de Knudson. Neste caso, a
mudanca na expressao do gene nao se reflete em alteragbes na sequéncia do DNA
(ESTELLER, 2008). Portanto, a soma dos 2% a 3% dos hereditarios com os 30%
dos esporadicos permite supor que o0 gene BRCALl esteja relacionado a,
aproximadamente, um tergo de todos os canceres de mama.

Outra argumentacdo contra a participagdo do gene BRCAl no cancer
esporadico de mama € que este s6 deixa de funcionar quando os dois alelos estédo
mutados (fendtipo recessivo). Portanto, seriam improvaveis mutagdes no decorrer da
vida envolvendo os dois alelos na regidao 17g21. Entretanto, Mueller e Roskelley
(2003), sem discordar de que as mutacdes sejam improvaveis, sugerem que a
diminuicdo de expressao do gene BRCA1 é decorrente de alteracbes genéticas
(LOH) e epigenéticas (hipermetilacao) que resultam na perda total da sua funcéo
como supressor tumoral.

Nesse sentido, quem ratificou as suposicoes de outros trabalhos e
respondeu a pergunta de Haber (2000) foram Birgisdottir et al. (2006), ao avaliarem
a metilacdo e LOH do gene BRCAL em 143 casos de cancer esporadico de mama.
Foi observada a metilacdo do BRCA1 em 13 dos 143 casos (9,1%) e diminuicdo da
expressao da proteina BRCAL em 9 destes 13 casos. Destes 9 casos, com presenca
de metilacdo e diminuicdo ou auséncia da expressdo do gene, em sete casos
também ocorreu a LOH do gene BRCAL. Este estudo demonstrou que a inativacédo
epigenética e a delecdo do gene BRCA1l podem explicar a teoria de Knudson
(inativacdo dos dois alelos) na génese do cancer esporadico de mama. Portanto,
parece razoavel afirmar que o gene BRCALl ndo € exclusividade do céancer
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hereditario de mama. Turner, Tutt e Ashworth (2004) denominaram estes tumores

esporadicos de mama como BRCAness.

5.1.2 Relagdo BRCAL:FHIT

Definitivamente, os genes BRCAl e FHIT ndo sao os U0nicos genes
relacionados ao cancer de mama. Lerebours e Lidereau (2002) descreveram 18
regides que apresentaram delegéo ou amplificagdo, em ao menos 20% dos canceres
de mama, nas séries em que foram avaliadas. Nestas regiées ha 39 genes como
possiveis responsaveis pela génese tumoral e entre eles, encontram-se 0s genes
BRCA1 e FHIT. O raciocinio para associar estes dois genes na mesma linha de
pesquisa partiu do gene BRCAL, que apresenta caracteristicas de gene supressor
tumoral do tipo caretaker. Uma vez este gene inativo, cria-se 0 ambiente para novas
mutacdes cromossdmicas. A perda concomitante da LOH no gene BRCA1 e em
outros genes (BRCA2, RE, TP53, ATM) ja foi descrita. Estes tumores apresentaram,
em geral, pior progndstico (SILVA et al., 1999). A regido FRA3B, no loco do gene
FHIT, considerada a regido fragil comum mais ativa do cromossomo humano
(GLOVER; STEIN, 1988) surgiu, entdo, como uma localizacdo provavel de
alteracbes concomitantes ao gene BRCAL. Entretanto, é importante ressaltar que o
gene FHIT pode sofrer alteragbes nas fases iniciais da génese tumoral,
independente de lesdes no gene BRCA1 (HUEBNER; CROCE, 2001). Os nossos
resultados corroboraram esse fato, ja que em 11 casos (15,2%) a LOH do gene FHIT
ocorreu sem a LOH no gene BRCAL. Santos et al. (2004) também observaram a
LOH do gene FHIT em dois casos (de seis possiveis) sem a presenca de LOH no
gene BRCAL1, sugerindo que a LOH do gene FHIT nem sempre é consequéncia da
LOH no gene BRCAL, muito embora o gene BRCA1l seja importante para a
manutencao do sitio fragil comum FRA3B e do gene FHIT (TURNER et al., 2002).
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5.2 SOBRE AS PACIENTES

Um dos cuidados na selecdo das pacientes foi com relacao ao tratamento, ja
gue este interfere no progndstico e pode levar a um erro sistematico dos resultados.
Seguindo este raciocinio, foram excluidas as pacientes que nao se submeteram ao
tratamento proposto e as que receberam tratamento prévio a cirurgia, jA que
algumas varidveis, como tamanho tumoral e comprometimento axilar, determinadas
pelo laudo anatomopatolégico da peca de resseccao cirlrgica, estariam sujeitas a
alteracdoes antes de serem avaliadas pelo patologista. Embora estes cuidados na
inclusdo e exclusdo tenham diminuido a importancia do tratamento como viés de
confusdo, por outro lado podem ter gerado um viés de selecao. Esta possibilidade,
inerente aos trabalhos retrospectivos, pode diminuir a precisdo dos resultados e
deve ser levada em consideracdo na analise dos mesmos. Uma pesquisa
prospectiva de fator progndéstico, embora menos sujeita a este tipo de viés, s6 seria
teoricamente perfeita se 0s participantes nao recebessem nenhum tipo de
tratamento, 0 que, eticamente, ndo seria aceitavel.

Com relacdo as caracteristicas das pacientes e dos tumores, os achados se
aproximaram de outras séries nacionais publicadas sobre cancer de mama.
Comparar esta amostra com dados de outros paises ndo € o ideal, porque o
comportamento do cancer de mama diverge entre grupos étnicos diferentes. Por
exemplo, dados atuais do Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER, 2009)
revelam que a idade média de diagnéstico do cancer de mama nos Estados Unidos
da América (EUA) é 60 anos. No Parana, a maior série publicada que se tem
conhecimento envolveu 2,144 mil pacientes, tratadas no Hospital Erasto Gaertner,
entre os anos de 1973 e 1999. A idade média das pacientes foi 45,3 anos
(HATSCHBACH et al., 2003). Portanto, a nossa série apresentou uma média de
idade intermediaria entre os valores citados (51,8 anos) e a maioria (56%) das
pacientes estava entre a quarta e sexta década de vida.

Também merece ser considerada a alta taxa do tipo histologico ductal
infiltrante (CDI) em 91,4% dos casos. O fato de o tipo histolégico ser definido por
critérios de exclusdo (sem outra especificacdo — SOE) pode ter sido motivo de

superestimacao do seu diagnostico em detrimento dos demais. Este € um fenébmeno
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ja descrito para justificar a ampla variacdo de frequéncia (49% a 80%) do carcinoma
ductal nas séries publicadas (CARVALHO, 2007).

Segundo Li, Daling e Malone (2003), a propor¢ao global de cancer de mama
com RH (receptor hormonal) positivo para estrogénio e progesterona € de 62,3%. Na
nossa casuistica, 60,9% apresentaram RE e RP positivos.

Finalmente, a frequéncia de superexpressdo da HER2 foi de 15,8% na
nossa série. A média observada na literatura € de 15 a 30% (ROSS; FLETCHER,
1998).

5.3 SOBRE O METODO

5.3.1 Extragcdo de DNA em tecido fixado

A avaliacdo do DNA da célula tumoral pode ser feita em tecido fresco ou ja
fixado em formalina e emblocado em parafina. Cawkwell et al. (1993), ao descrever
o método de verificacdo de LOH utilizado neste trabalho, salientou que o0 mesmo
também €& possivel em tecido fixado. Entretanto, fatores como tempo de
armazenamento e técnica de fixacdo do tecido podem interferir na qualidade do DNA
extraido. A m& qualidade do DNA foi determinante para a exclusdo de 39 pacientes
deste estudo e deve ser levada em consideracdo como outra possibilidade de viés
de selecao. Na literatura pesquisada, ha exemplos de sucesso na descoberta de
fatores progndsticos tanto na andlise de tecido fresco ou congelado quanto na
analise de tecido fixado e as duas formas sdo passiveis de criticas. A técnica de
microarray (PEROU et al, 2000), por exemplo, € realizada com tecido fresco ou
conservado congelado. Uma desvantagem deste método é que o fragmento de
tecido para analise pode ndo ser representado apenas por tecido tumoral. Além
disso, dificuldades para armazenar o tecido tumoral congelado a menos 80 °C
podem inviabilizar o uso da técnica.

A andlise do DNA de tecido fixado em formalina pode ser mais trabalhosa,
conforme descrita na metodologia deste estudo, mas permite a avaliacdo de
pacientes que ja foram operadas ha meses ou anos. Portanto, facilita a descoberta
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de novos marcadores prognésticos, como o indice de expressdao HOXB13:IL17BR
(MA et al, 2006), realizado com 852 amostras de tecido tumoral mamario
previamente fixado e 0 ONCOTYPE DX™, determinado pela avaliacdo de 21 genes,
em 668 amostras tumorais também fixadas, para avaliar a probabilidade de
recorréncia do cancer de mama RE positivo em pacientes com axila negativa (PAIK
et al., 2004).

5.3.2 Os marcadores e as 10 pacientes nao informativas

Foram utilizados trés marcadores para o loco 3pl14.2 e trés marcadores para
o loco 17g21. Com isso, 10 pacientes ndo foram informativas quanto a LOH porque
eram homozigotas nas trés sequéncias avaliadas em uma das regides. Esta situagcéo
pode ser minimizada com o aumento do numero de marcadores para a regiao
avaliada. Existem 86 marcadores para o gene FHIT e 68 marcadores para o gene
BRCAL catalogados no Genome Database (2009). Contudo, se por um lado o
aumento no numero de marcadores diminui o nimero de casos nao informativos, por
outro lado, aumenta o tempo e dificuldade de reproducdo da técnica. Futreal et al.
(1994) utilizaram trés marcadores para avaliacdo da LOH no gene BRCA1, sendo
gue um dos marcadores nao era intragénico. Justifica-se a utilizacdo de marcadores
que “flanqueiem” o gene, seja em situacao centromérica ou telomérica, pelo fato de
gue as delecbes nestas regibes proximas ao gene, quando ocorrem, também
atingem o loco do gene. Em nosso estudo, os trés marcadores do gene FHIT e dois
marcadores do gene BRCAL sao intragénicos. Apenas o marcador D17S791 esta
préximo ao gene, em situacao telomérica a este. Os estudos de Nagai et al. (1994) e
Cropp et al. (1994) utilizaram 10 e 17 marcadores respectivamente. Nesses estudos,
foram estudadas regides centromeéricas e teloméricas ao gene BRCALl. A maioria
dos estudos que avaliaram apenas os locos BRCA1 ou FHIT utilizou entre trés e

cinco marcadores.
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5.4 SOBRE OS RESULTADOS

Antes de se discutir resultados é importante considerar que o tamanho (N)
da amostra deste estudo foi pequeno. Pesquisas que validaram marcadores
prognésticos no cancer de mama para utilizacdo na rotina e pratica diaria
envolveram varias centenas de trabalhos e milhares de pacientes, como, por
exemplo, para validagdo do HER2. Apesar disto, mesmo com um N reduzido, foi
alcancado valor estatistico para os achados. Logo, este trabalho deve ser analisado
como um estudo de nivel lll, no sistema de graduacao para pesquisas de marcador
tumoral, proposto pela American Society of Clinical Oncology (ASCO), denominado
The Tumor Marker Utility Grading System (TMUGS). O nivel Ill € um nivel
intermediario, no qual figuram o0s estudos retrospectivos, com amostras
relativamente pequenas, mas que permitem analise estatistica, cujo principal
objetivo é a geracao de hipéteses ou de uma linha de pesquisa a ser validada por
outros estudos, prospectivos e com maior numero de pacientes avaliadas (HENRY;
HAYES, 2006).

5.4.1 LOH dos genes BRCAL e FHIT

A LOH dos genes BRCAL1 e FHIT ocorreu em 51,4% e 47,5% das 82
pacientes avaliadas, respectivamente. Em 24 casos (33,3%) a LOH ocorreu
concomitante nos dois genes. Na revisédo da literatura deste estudo, verificou-se que
a frequéncia de LOH no gene BRCAL variou de 30% a 64,5% (CROPP et al., 1994;
JOHNSON; SHAW; WALKER, 2002). Para o gene FHIT, a LOH variou de 16% a
37,5% (HUIPING et al., 2000; AHMADIAN et al., 1997). Portanto, os valores obtidos
na nossa casuistica foram expressivos. Com relacdo ao gene BRCAL, a frequéncia
ficou na faixa de variacdo observada na literatura, mas acima da média dos demais
artigos avaliados. Para o gene FHIT, a frequéncia de LOH foi a maior ja registrada.
Estes dados demonstram que trés marcadores por gene podem ser o namero ideal,

em termos de tempo e custo-beneficio, na aplicacdo da técnica de LOH. N&o foram
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considerados aqui os artigos que avaliaram a expressao da proteina BRCAL ou
FHIT.

5.4.2 Relagdo da LOH concomitante com as demais variaveis

Esta relacdo foi avaliada pelo teste exato de Fisher, pois em algumas
comparacdes as frequéncias eram baixas (menores que cinco) ou nulas.

Conforme demonstrado, houve associagdo estatisticamente significante
entre a presenca concomitante de LOH e tumores maiores que 20 mm, grau
histolégico 3, axila comprometida, presenca de IAL e RH negativo. Todas as
variaveis citadas séo classicamente conhecidas como fatores de mau prognéstico no
cancer de mama. Esta associacdo jA havia sido descrita tanto para a LOH do
BRCAL (RIO et al., 1998; SILVA et al., 1999) quanto para a do FHIT (INGVARSSON
et al., 2001) de forma isolada. Portanto, os resultados obtidos nesta pesquisa sé&o
semelhantes aos ja publicados e sugerem que a associacdo da LOH nos genes

BRACL1 e FHIT pode ter potencializado o fen6tipo mais agressivo destes tumores.

5.4.3 Sobrevida: andlise univariada

O teste de LOG-rank demonstrou que a sobrevida das pacientes com LOH
concomitante nos genes BRCA1 e FHIT foi menor que a das pacientes sem LOH
(P < 0,05). Embora varios artigos tenham sugerido esta hip6tese, tanto para o gene
BRCA1 quanto para o gene FHIT, poucos conseguiram afastar a hip6tese da
nulidade até entdo. Somente Yang et al. (2001), pela expresséo da proteina FHIT e
Ingvarsson et al. (2001), pela andlise da LOH do FHIT. Ginistier et al. (2003) também
demonstraram a influéncia da expressao da FHIT na sobrevida das pacientes com
cancer de mama em estadio inicial. Ja as pacientes com LOH em apenas um gene
tiveram apenas uma tendéncia a pior prognostico (P = 0,06). Todas as demais
variaveis se comportaram de maneira semelhante ao ja observado na literatura, com

relacdo a suas caracteristicas como fator prognéstico no cancer de mama.
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5.4.4 Sobrevida; andlise multivariada

Além da LOH concomitante, apenas as variaveis status axilar e IAL
demonstraram aumento para o risco de morte com P < 0,05 e alcancaram valor
estatistico como fator prognéstico independente. Yang et al. (2001) demonstraram
qgue a diminuicdo da expressao da proteina FHIT diminuiu a sobrevida, pelo teste de
LOG-rank (P =0,0086), mas nao foi significante na analise de COX (P = 0,0563).
Ingvarsson et al. (2001) demonstraram, em analise multivariada, a LOH do gene
FHIT como um fator de mau progndstico no cancer de mama.

As demais variaveis (exceto RH), embora demonstrassem Hazard ratio > 1,
sempre tiveram o numero 1 contido no IC 95%, ou seja, ndo conseguiram refutar a
hipétese de que a sobrevida pudesse ser igual nas duas possibilidades comparadas.
Por exemplo, para a variavel tamanho do tumor, as duas possibilidades eram:
> 20 mm e < 20 mm. O Hazard ratio foi 5,72, mas com um IC 95% de 0,76 a 43,03,
ou seja, admitindo a possibilidade eventual do Hazard ratio ser igual a 1 e, neste
caso, sem diferenca de sobrevida. Ja a variavel RH apresentou Hazard ratio de 0,47,
ou seja, diminuiu o risco de morte para as pacientes com RH presente, porém,
também com IC 95% de 0,17 a 1,31 e por isso com P > 0,05. Portanto, um dado sem
valor estatistico. A explicacdo para IC 95% tdo amplos e Hazard ratio maior ou
menor que 1 ndo ser significante se deve ao pequeno tamanho da amostra e,
principalmente, ao nimero reduzido de eventos por variavel. Este aspecto diminuiu a
precisdo deste teste estatistico, sem inviabiliza-lo, e sugere cautela na interpretacao
dos resultados.

5.5 ATRIBUTOS DE UMA PESQUISA DE MARCADOR PROGNOSTICO

Em razdo do grande numero de estudos sobre marcadores tumorais em
oncologia, foi criado, em 2006, o REporting recommendations for tumor MARKer
prognostic studies (REMARK), um guia com orientacdes para este tipo de pesquisa,
com o objetivo de dar mais transparéncia e tornar mais completo os artigos

publicados sobre este tema (McCSHANE et al., 2006). Com isso, possibilitar aos que
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[éem o artigo, acesso a informacdes relevantes sobre o estudo, que permitam julgar
a confiabilidade dos resultados e verificar em que contextos se aplicam as
conclusdes obtidas. Na descricao de todas as etapas deste trabalho foi dado énfase
a estas recomendacdes, principalmente na discusséo das limitagées deste estudo.

Sao considerados atributos indispensaveis a uma pesquisa de marcador
prognéstico em cancer de mama, segundo Thor (2004):

a) hipotese cientifica com fundamentacao;

b) amostra grande o suficiente para ter valor estatistico;

c) tempo de seguimento adequado;

d) analise estatistica univariada e multivariada.

Poderiam, ainda, ser acrescentadas mais duas qualidades: uma metodologia
de facil reproducdo e um marcador prognostico com potencial para fator preditivo ou
alvo terapéutico, assim como ocorreu com o RH e o HER2, por exemplo. A
metodologia para extracdo do DNA e determinacdo da LOH, pela descricao
minuciosa da técnica, parece desafiante. Porém, pode ser realizada por técnico
competente em metodologias moleculares, do inicio ao fim do processo, em cinco a
sete dias. Com relacdo ao potencial terapéutico, Fong et al. (2009) demonstraram
que, de 19 pacientes com cancer de mama, ovario ou prostata, portadores de
mutacdes germinativas nos genes BRCA1 ou BRCAZ2, 12 (63%) se beneficiaram do
uso da droga olaparib (AZD2281), um potente inibidor da poli (adenosina difosfato
[ADP]-ribose) polimerase (PARP), que atua no reparo de quebras na molécula de
DNA. Esse estudo, de fase 1, foi o primeiro relato de terapia alvo especifica para
células tumorais com deficiéncia no reparo do DNA por falha na recombinacdo
homéloga. Em tese, essa falha na recombinacdo homologa pode ser causada por
mutacdes, herdadas ou adquiridas, em outros genes supressores tumorais.

O que se espera, com a nossa pesquisa, € que mais uma peca tenha sido
montada neste gigante, complexo e fascinante quebra-cabecas que € o cancer de

mama.
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6 CONCLUSAO

b)

a LOH concomitante dos genes BRCAL e FHIT ocorreu em 24 (33,3%)
das 72 pacientes informativas com cancer esporadico de mama, o que

correspondeu a um terco da amostra;

a LOH concomitante dos genes BRCAL e FHIT apresentou associacao
estatisticamente significante com: tamanho do tumor, grau histoldgico,
IAL, status axilar e receptor hormonal. N&o houve relacdo entre LOH e
as variaveis idade e superexpresséo da HER2.

as pacientes com LOH concomitante dos genes BRCA1 e FHIT tiveram
sobrevida menor que as pacientes sem LOH, tanto na andlise
univariada quanto na multivariada, ao final do seguimento realizado.
Com isso, a LOH concomitante dos genes BRCAL1 e FHIT foi um fator
prognostico independente nesta coorte de pacientes com cancer
esporadico de mama.
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APENDICE 1 - REGIMES DE QUIMIOTERAPIA

Esquema Descri¢cao do tratamento
AC x 4* Adriblastina, 60 mg/m? iv. no dia 1
Ciclofosfamida, 600 mg/m? iv. no dia 1
CMF x 6* Ciclofosfamida, 500 mg/m? iv., dias 1 e 8 (dose total/ciclo, 1000 mg/m?)

Metotrexate, 40 mg/m? iv., dias 1 e 8 (dose total/ciclo, 80 mg/m?)
Fluorouracil, 500 mg/m? iv., dias 1 e 8 (dose total/ciclo, 1000 mg/m?)

FAC x 6* Fluorouracil, 500 mg/m? iv., dias 1 e 8 (dose total/ciclo, 17000 mg/m?)

Adriblastina, 30 mg/m? iv., dias 1 e 8 (dose total/ciclo, 60 mg/m?)
Ciclofosfamida, 500 mg/m? iv., dias 1 e 8 (dose total/ciclo, 1000 mg/m?)

* NUmero de ciclos

NOTA: Os ciclos foram repetidos a cada 21 dias para o regime AC e a cada 28 dias para o CMF e
FAC; iv. = intravenoso.
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APENDICE 2 — CARACTERISTICAS DAS 82 PACIENTES AVALIADAS

N° |Ildade |Tipoh. | Tama. |Axila |Estadd. |Grau |IAL |RE |RP |HER2 |LOHFHIT |LOHBRCA1
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Ne ‘Idade ‘Tipo h ‘Tama ‘Axila ‘Estéd. ‘Grau ‘IAL ‘

e |

P ‘ HER2 ‘ LOH FHIT ‘ LOH BRCA1

37 ductal
44 ductal
48 ductal
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39 ductal
50 ductal
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46 ductal
65 ductal
79 ductal
35 ductal
28 ductal
59 ductal
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43 ductal
53 ductal
61 ductal
76 ductal
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41 ductal
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NOTA:

Conclusao

N°: numero da paciente; Idade: em anos; Tipo h: tipo histolégico; Tama: tamanho (cm); Axila
(linfonodos axilares): N = negativa, P = positiva; Estad: estadio clinico TNM; Grau: grau
histoldgico; IAL (invasdo angiolinfatica): P = presente, A = ausente ; RE (receptor de
estrogénio): P = positivo, N = negativo, ND: ndo determinado; RP (receptor de
progesterona) P = positivo, N = negativo, ND: ndo determinado; HER2 (superexpressao da
proteina HER2): P = positivo, N = negativo, ND: ndo determinado; LOH FHIT (perda da
heterozigose do gene FHIT): P = presente, A = ausente, NI: ndo informativo; LOH BRCA1
(perda da heterozigose do gene BRCA1L): P = presente, A = ausente, NI = ndo informativo.



APENDICE 3 — CARACTERISTICAS DO TRATAMENTO

86

N° Cirurgia Quimioterapia Radioterapia | Tto. hormonal
1 MRM CMF Nao Nao

2 MRM CMF Sim Tamoxifeno
3 MRM CMF Sim Tamoxifeno
4 MRM AC Sim Tamoxifeno
5 MRM CMF Nao Tamoxifeno
6 MRM FAC Sim Nao

7 MRM FAC Nao Nao

8 CcC Nao Sim Nao

9 MRM CMF Sim Tamoxifeno
10 CC AC Sim Tamoxifeno
11 CcC AC Sim Nao

12 CC CMF Sim Tamoxifeno
13 MRM CMF Nao Tamoxifeno
14 MRM FAC Sim Nao

15 CcC FAC Sim Tamoxifeno
16 CcC Nao Sim Tamoxifeno
17 MRM CMF Sim Tamoxifeno
18 MRM AC Sim Tamoxifeno
19 MRM AC Sim Tamoxifeno
20 MRM Nao Nao Tamoxifeno
21 MRM AC Sim Nao

22 MRM AC Sim Nao

23 MRM AC Sim Nao

24 CC CMF Sim Tamoxifeno
25 MRM AC Nao Nao

26 MRM FAC Sim Nao

27 MRM AC Nao Tamoxifeno
28 MRM CMF Nao Nao

29 MRM Nao Sim Tamoxifeno
30 MRM AC Sim Nao

31 CcC Nao Sim Tamoxifeno
32 MRM AC Sim Tamoxifeno
33 CcC AC Sim Tamoxifeno
34 CC CMF Sim Nao

35 MRM AC Sim Tamoxifeno
36 CcC AC Sim Tamoxifeno
37 MRM AC Sim Nao

38 MRM CMF Sim Nao

39 MRM Nao Sim Tamoxifeno
40 MRM AC Sim Tamoxifeno
41 MRM CMF Sim Tamoxifeno
42 CC CMF Sim Tamoxifeno
43 CcC CMF Sim Tamoxifeno
44 CC AC Sim Tamoxifeno
45 CcC CMF Sim Tamoxifeno
46 MRM FAC Sim Tamoxifeno

Continua



APENDICE 3 — CARACTERISTICAS DO TRATAMENTO

N° Cirurgia Quimioterapia Radioterapia | Tto. hormonal
47 CcC CMF Sim Nao

48 CcC CMF Sim Nao

49 CC AC Sim Tamoxifeno
50 MRM AC Sim Nao

51 CC AC Sim Tamoxifeno
52 MRM FAC Nao Tamoxifeno
53 CcC AC Sim Tamoxifeno
54 CcC AC Sim Tamoxifeno
55 CcC Nao Sim Tamoxifeno
56 CcC CMF Sim Anastrozol
57 CC AC Sim Tamoxifeno
58 CcC AC Sim Tamoxifeno
59 MRM AC Sim Tamoxifeno
60 CcC AC Sim Tamoxifeno
61 MRM FAC Sim Tamoxifeno
62 MRM AC Sim Tamoxifeno
63 CcC AC Sim Tamoxifeno
64 CcC CMF Sim Tamoxifeno
65 CcC Nao Sim Tamoxifeno
66 MRM AC Sim Tamoxifeno
67 CC AC Sim Tamoxifeno
68 CcC AC Sim Nao

69 MRM FAC Nao Tamoxifeno
70 CcC Nao Sim Tamoxifeno
71 CC Nao Sim Tamoxifeno
72 CcC CMF Sim Tamoxifeno
73 CcC AC Sim Nao

74 MRM AC Sim Nao

75 CC CMF Sim Tamoxifeno
76 CcC AC Sim Tamoxifeno
77 CC AC Sim Tamoxifeno
78 CcC AC Sim Nao

79 CC CMF Sim Tamoxifeno
80 CcC AC Sim Tamoxifeno
81 CcC AC Sim Nao

82 CcC AC Sim Nao

NOTA: N°: numero da paciente; Cirurgia: MRM = mastectomia radical modificada, CC = cirurgia

87

Conclusao

conservadora; CMF: ciclofosfamida + metotrexate + fluorouracil, AC: adriblastina +
ciclofosfamida, FAC: fluorouracil + adriblastina + ciclofosfamida.
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APENDICE 4 — EVOLUCAO CLINICA DAS 82 PACIENTES AVALIADAS

N° | TS |Evolugdo |Metastase N° | TS |Evolugdo |Metastase
1 16 Obito pulmao 42 64 SED

2 64 SED 43 60 SED

3 60 Obito 0SSO0 44 60 SED

4 64 SED 45 66 SED

5 60 SED 46 66 SED

6 48 6bito figado 47 63 SED

7 21 6bito figado 48 48 SED

8 44 SED 49 48 SED

9 50 SED 50 55 SED

10 60 SED 51 48 SED

11 52 SED 52 48 SED

12 34 6bito osso/figado 53 56 SED

13 36 Obito 0SSO0 54 56 SED

14 24 6bbito pulméo 55 40 SED

15 40 Obito 0SSO0 56 38 SED

16 72 SED 57 40 SED

17 50 Obito osso/pulmdo |58 41 SED

18 52 Obito osso/pulmdo |59 50 SED

19 31 O6bito pericardio 60 38 vivac/dca 0sso
20 60 SED 61 52 SED

21 76 SED 62 30 Obito figado
22 35 6bito cérebro 63 41 O6bito 0SSO0
23 10 obito plastrao/osso |64 45 SED

24 66 SED 65 44 SED

25 72 SED 66 42 SED

26 17 6bito figado 67 37 SED

27 72 SED 68 38 SED

28 72 SED 69 36 vivac/dca o0sso
29 68 SED 70 38 SED

30 68 SED 71 38 SED

31 44 SED 72 40 SED

32 29 6bito osso/figado 73 24 6bito figado
33 60 SED 74 56 Obito cérebro
34 44 SED 75 39 SED

35 60 SED 76 39 SED

36 56 SED 77 42 SED

37 24 6bbito figado 78 43 SED

38 66 SED 79 40 SED

39 66 SED 80 42 SED

40 60 vivac/dca 0sso 81 42 SED

41 63 SED 82 44 SED

NOTA: N° numero da paciente; TS: tempo de seguimento (meses); SED: sem evidéncia de doenca
em atividade.
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APENDICE 5 — DETERMINACAO DA LOH NOS SEIS MARCADORES
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APENDICE 5 — DETERMINACAO DA LOH NOS SEIS MARCADORES

N° D3S1300 D3S4103 D3S1234 D17S791 D17S1323 D17S1322
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Concluséao
NOTA: Ho: homozigoto; He: heterozigoto; L: LOH
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ANEXO

PARECER DO COMITE DE ETICA MEDICA DO HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR

CEP/IIC/UTPR

®& HOSPITAL DE CLINICAS L
B UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA 707 A

Curitiba, 04 de setembro de 2007.
limo (a) Sr. (a)
Emerson Wander Silva Soares
Nesta

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “PERDA DA
HETEROZIGOSE DOS GENES BRCA1 E FHIT COMO FATOR PROGNOSTICO EM PACIENTES
COM CANCER DE MAMA, foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos, em reuniao realizada no dia 27 de margo de 2007.
O referido projeto atende aos aspectos das Resolugées CNS 196/96, e demais,
sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0048.0.208.000-07
Registro CEP: 1381.045/2007-03

Conforme a Resolugdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagées
relativas as modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 04 de margo de 2008.

Atenciosamente,

) )

. e————~
Renatoe-Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR




